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Resumo

LEAL, Fernanda Barbosa. Hidrogel de alginato funcionalizado para utilizacao
como sistema de entrega em Odontologia. 2017. 56f. Doutorado em Odontologia
— Programa de P6s Graduacdo em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Terapias inovadoras tém sido avaliadas para reparo ou regeneracdo de tecidos e
orgaos afetados por doenca ou trauma. A liberacdo de drogas de forma direta sobre
o tecido afetado pode melhorar a resposta ao tratamento, aumentando as chances
de obtencado de sucesso. Uma alternativa inovadora seria a utilizacdo de um material
a base de hidrogel de alginato, um copolimero derivado de um polissacarideo
natural e que, devido as suas caracteristicas como biocompatibilidade, hidrofilia e
baixo custo, tem sido utilizado em uma variedade de aplicac6es na area da saude.
Utilizado extensivamente como transportador de drogas e fator de crescimento, sua
utilizacdo pode possibilitar tratamentos mais bioldgicos com a inducdo de eventos
gue envolvem o reparo ou a regeneracao de tecidos de interesse. O objetivo deste
trabalho foi dividido em duas partes: o primeiro foi sintetizar e caracterizar
microesferas de hidrogel de alginato contendo radicais de metacrilato para uso como
sistema de entrega. O alginato metacrilado foi sintetizado por 24 horas e a
conversdo do produto foi seguida por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR). O produto obtido apos a purificacdo foi
caracterizado por H RMN. Microesferas de alginato foram obtidas pela técnica de
spray em solucédo de CaCl, para crosslinking. Diferentes formula¢cdes que variaram
qguanto a funcionalizagdo com metacrilato, fotoiniciadores e presenca de quitosana,
foram testadas. Ensaio da viabilidade celular foi investigado e o diametro médio das
microesferas foi obtido por microscopia Optica. Na segunda etapa do trabalho foi
realizada a prospeccao tecnolégica com a descricdo da patente de invencao
referente ao desenvolvimento de biomateriais contendo microesferas de alginato
funcionalizado e com moléculas bioativas. As analises de FTIR e RMN confirmaram
0 sucesso da sintese de hidrogel de alginato contendo metacrilato. O ensaio da
viabilidade celular demonstrou que todos os grupos possuem baixa citotoxicidade,
com resultados semelhantes ao controle, e as microesferas apresentaram um
diametro médio de 20u. Este estudo mostrou uma maneira simples e eficaz para
obter microesferas de hidrogel de alginato contendo radicais metacrilato, com um
elevado potencial para aplicagdo como sistema de entrega em materiais
odontoldgicos.

Palavras-chave: hidrogel de alginato; microesferas; metacrilato; sistema de
entrega; materiais dentarios.



Abstract

LEAL, Fernanda Barbosa. Functionalized alginate hydrogel for system delivery
in dentistry. 2017. 56p. PhD in Dentistry. Graduate Program in Dentistry. Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2017.

Innovative therapies have been evaluated for repair or regeneration of tissues and
organs affected by disease or trauma. The drug release directly on the affected
tissue can improve response to treatment, increasing the chances of obtaining
therapeutic success. An alternative would be the use of alginate hydrogel, a
copolymer derived from a natural biocompatible polysaccharide, because of their
characteristics as biocompatibility, hydrophilicity and low cost, it has been used in a
variety of applications in health. Used extensively as carrier of drugs and growth
factor, its use can enable more biological treatments with the induction of events
involving the repair or regeneration of tissues of interest. The aim of this work was
divided into two parts: the first was to synthesize and characterize alginate hydrogel
microspheres containing methacrylate radicals for use as delivery system. The
alginate methacrylated was synthesized by 24 hours and product conversion was
followed by spectroscopy of Fourier transform infrared (FTIR). The product obtained
after purification was characterized by H' NMR. Alginate microspheres were obtained
by the spray-coagulation method in CaCl, solution for cross-linking. Different
formulations that ranged as far as methacrylate funcionalization, photoinitiators, and
presence of chitosan, were tested. Cell viability assay was investigated and the mean
diameter of the microspheres was obtained by optical microscopy. In the second
stage of work was held the technological prospecting with the description of the
invention patent for the development of biomaterials containing functionalyzed
alginate microspheres with bioactive molecules. FTIR and NMR analyses confirmed
the successful synthesis of alginate hydrogel containing methacrylate. Cell viability
assay showed that all groups have low cytotoxicity, with similar results to the control
and microspheres showed an average diameter of 20 um. This study showed a
simple and effective way to obtain alginate hydrogel microspheres containing
methacrylate radicals, with a high potential for application as delivery system in
dental materials.

Key-words: alginate hydrogel; microspheres; methacrylate; delivery system; dental
materials.
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1 Introducéo

Terapias biolégicas tém sido desenvolvidas com foco no reparo ou
regeneracao de tecidos e érgdos afetados por doencas ou injarias (MURRAY et al.,
2002; TZIAFAS et al.,, 2000, 2004; SCHMALZ et al.,, 2014). Entre eles, recentes
avancos na pesquisa biomédica direcionam para a concepc¢ao de novos métodos de
tratamento odontolégico, como os focados na regeneracdo dos tecidos dentais e
maxilo-faciais. Com isso, novas abordagens tém sido desenvolvidas baseadas na
compreensao dos mecanismos moleculares e celulares que regulam processos
como a dentinogénese, osteogénese, angiogénese, entre outros. O potencial para
exploracdo clinica dessas novas abordagens é majoritariamente baseado em
materiais com sistemas de entrega para liberacdo de moléculas bioativas ou
farmacos (HUBBELL et al.,, 1996; LOHRMANN et al., 2000; PANTELIDIS et al.;
2006; MASTERS et al., 2014; LICHTER et al.,2016).

Dentre 0s possiveis materiais a compor um sistema de entrega, o alginato é
um copolimero derivado de um polissacarideo natural (AUGST et al., 2006). Quando
obtido em alta pureza e estéril proporciona aplicacbes biomédicas devido as suas
caracteristicas como facil geleificacdo, biocompatibilidade, hidrofilia e baixo custo
(LEE et al., 2012). Desta forma sao descritas aplicacdes na medicina (NOVIKOVA et
al., 2006), farmacologia (TONNESEN et al., 2002), ciéncias biologicas (SONE et al.,
2002) e na odontologia (DOBIE et al., 2002), além de ser amplamente utilizado na
engenharia tecidual (NICODEMUS et al., 2008; PARK et al., 2009; SANTANA et al.,
2013). Outra aplicagcdo onde os alginatos tém sido investigados esta relacionada a
sistema de entrega de farmacos e citocinas. (DOBIE et al., 2002; TONNESEN et al,
2002; ZIMMERMANN et al.,, 2005). A facil geleificacdo na presenca de ions
divalentes e em pH e temperatura fisiolégicas favorecem a retencdo de farmacos e
também de fatores de crescimento como o TGF-B1l sequestrada na dentina e
liberada em lesdes cariosas, que cumpre papel importante no estimulo a formacao
de dentina reparativa e reacional, esclerose dentinéria (mineralizagéo intratubular), o

controle do processo inflamatério e a formacéao de tecido mineralizado.


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Rolf+Lohrmann%22
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No entanto, sua utilizacdo é limitada devido ao seu modo de obtencdo por
agentes quimicos de reticulacdo. Normalmente, um estado de hidrogel em alginato é
gerado através de ligacGes cruzadas idnicas entre os radicais do acido carboxilico e
os cations bivalentes, como Ca®* (SMIDSROD et al., 1990). Apesar das vantagens
abordadas serem apropriadas para a inclusdo de fatores de crescimento, estes
hidrogéis ionicamente reticulados perdem sua integridade estrutural ao longo do
tempo, pois os ions bivalentes s&o dissolvidos no meio aquoso durante 0 seu
preparo (BAER et al., 2001), comprometendo sua estabilidade.

Recentemente, varios polimeros tém sido modificados com grupos funcionais
fotopolimerizaveis para criar hidrogéis reticulados covalentemente (BRYANT et al.,
2004; LEACH et al.,, 2003; Li et al., 2004). As vantagens deste método de
fotorreticulacé@o sao a inducdo de transformacdes de fase liquido-sélidos do polimero
sob condicdes fisiolégicas, a reacdo independe dos niveis de célcio, a possibilidade
de polimerizacdo in situ (ANSETH et al., 2002; VAN TOMME et al., 2008), maior
controle da reacao e aplicacdo direta em locais de dificil acesso. Além disso, esta
tecnologia pode ser utilizada para manter a integridade estrutural e mecanica de
hidrogéis de alginato tridimensionais (JEON et al., 2009 e 2010).

Para que um mondmero possa ser fotopolimerizavel tem de apresentar na sua
estrutura grupos funcionais que possam ser induzidos a reagir perante uma fonte de
luz, permitindo a sua reticulagdo ou apenas fotopolimerizacdo (CORRALES et al.,
2003). Trabalhos recentes substituiram os alcodis secundarios do alginato por
radicais metacrilatos (SMEDS et al.,, 2001) que, na presenca de fotoiniciadores
compativeis, formam radicais livres quando expostos a fonte de luz. Estes radicais
livres, em seguida, interagem com o0s grupos altamente reativos de acrilato
funcionais ao longo da cadeia polimérica, conduzindo a formacao de reticulagdes
covalentes (SMEDS et al., 2001; BURDICK et al., 2005). Esta reacdo pode ocorrer
rapidamente, muitas vezes dentro de segundos, e depende das concentragbes
relativas de pré-polimero e do fotoiniciador bem como a intensidade e duragdo da
exposicao a luz (JEON et al., 2009 e 2010).

Trabalhos anteriores demonstraram a utilizagdo de fonte de luz ultravioleta
(UV) como um método alternativo para obtencdo de polimeros com ligacdes
cruzadas (ELISSEEFF et al., 1999; SMEDS et al., 2001; BURDICK et al., 2005). No

entanto, deve-se controlar o tempo de exposicao e a extenséo da area atingida para
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assegurar que a viabilidade celular ndo seja afetada pelo excesso de producao de
radicais livres ou de danos ao DNA causados pela luz UV (DINANT et al., 2013;
CORTAT et al., 2013; MIRONI-HARPAZ et al., 2012). A fonte de luz azul, utilizada
clinicamente na odontologia, seria uma alternativa para melhorar a viabilidade deste
processo, tornando-o0 mais seguro.

Dessa forma, esta tese foi dividida em dois capitulos para abordar o assunto a
partir do estado da arte e do estado da técnica. O objetivo do primeiro capitulo foi
desenvolver e caracterizar um hidrogel de alginato funcionalizado com metacrilato
com potencial de polimerizacdo para aplicacdo como sistema de entrega de
aplicacdo de interesse na odontologia. No segundo capitulo, com base no trabalho
de prospeccéo tecnoldgica foi redigido um pedido de patente de invencao referente
ao desenvolvimento de biomateriais contendo microesferas de alginato

funcionalizado e com moléculas bioativas.
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Abstract

The aim of this study was to describe the synthesis and microspheres obtantion from
alginate hydrogel containing methacrylate monomers and characterize the
microspheres for application as delivery system in dentistry. Methacrylated alginate
was synthesized and the product conversion was followed by Fourier transform-
infrared spectroscopy (FTIR). The product obtained after the purification was
characterized by 1H NMR. Microspheres of alginate were obtained by the spray-
coagulation method into solution of CaCl, for cross-linking. Different formulations
which varied about methacrylathe functionalization, photoiniatiators, and presence of
chitosan, were tested. Cell viability assay was investigated and a mean diameter of
microspheres was obtained by optical microscopy. The FTIR and H'NMR spectra
confirmed the alginate hydrogel containing methacrylate obtained by synthesis. The
cell viability assay demonstrates that all groups exhibited low cytotoxicity, with similar
results to control and microspheres showed a mean diameter of 20u. This study
showed a simple and effective way to obtain microspheres of alginate hydrogel
containing methacrylate monomers with a high potential for application as delivery

system in dental materials.

Keywords: Microspheres; alginate hydrogel; spray-drying method; delivery system.
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1 Introduction

Biological therapies have been developed with a focus on the repair or
regeneration of tissues and organs affected by disease or injury [1-4]. Recent
advances in biomedical research have led to the design of new methods of dental
treatment, such as those focused on the regeneration of dental and maxillofacial
tissues. Thereby, new approaches have been developed based on the understanding
of molecular and cellular mechanisms that regulate processes such as
dentinogenesis, osteogenesis, and angiogenesis. The potential for clinical
exploration of these new approaches is largely based on materials with delivery
systems for release of bioactive molecules or drugs [5-7].

Among the possible materials to compose a delivery system, alginate is a
copolymer derived from a natural polysaccharide and, when obtained in high purity
level and sterile it provides biomedical applications,due to its characteristics as easy
gelling,biocompatibility, hydrophilicity and low cost [22], has been used in a variety of
applications in medicine [23], [24] pharmacology, biological sciences [25] and in
dentistry [26], in addition to being widely used in tissue engineering [27-29].
Furthermore, was also used extensively as carrier of drugs and growth factor [7-9]
and can be an alternative for the treatment of deep cavity, because the incorporation
of biologically active molecules in stomatologic materials, with alginate hydrogel as
delivery system, can enable more biological treatments with the induction of events
involving the repair or regeneration of tissues of interest, such as the formation of
tertiary dentin, dentin sclerosis (intratubular mineralization), control of the
inflammatory process and the formation of mineralized tissue. Alginate hydrogel
microspheres system would promote the sustained and controlled slow release of
biologically active molecules for long periods of time, as antibiotic, anti-inflammatory
or growth factors.

However, its use is limited due to its production by chemical crosslinking
agents. Typically, a state of hydrogels in alginate is generated through crosslinks
between ionic radicals of the carboxylic acid and the divalent cations such as Ca?*
[30]. Although the advantages discussed are appropriate for the inclusion of growth
factors, these hydrogels ionically reticulated lose their structural integrity over time
because the bivalent ions are dissolved in an aqueous medium during its preparation

[31], compromising your stablity. Recently, various polymers have been modified with
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photopolymerizable functional groups to create covalently crosslinked hydrogels [32-
34]. The advantages of this method of photoreticulation are the induction of liquid-
solid phase transformations of the polymer under physiological conditions, the
reaction independent of the calcium levels, the possibility of in situ polymerization
[35,36], greater reaction control and direct application in hard to reach places. In
addition, this technology can be used to maintain the structural and mechanical
integrity of three-dimensional alginate hydrogels [37, 38].

Previous work has demonstrated the use of ultraviolet (UV) light source as an
alternative method for obtaining crosslinked polymers [42] [33, 40, 41]. However,
exposure time and extent of the affected area should be controlled to ensure that cell
viability is not affected by excess free radical production or DNA damage caused by
UV light [43-45]. The blue light source, used clinically in dentistry, would be an
alternative to improve the viability of this process, making it safer.

The aim of this study was to describe the synthesis and microspheres
obtantion from alginate hydrogel containing methacrylate monomers and

characterize the microspheres for application as delivery system in dentistry.

2 Materials and Methods

2.1 Methacrylated alginate hydrogel synthesis

The synthesis of methacrylated alginate hydrogel followed similar procedures
described previously [10-12]. In summary, alginic acidic with low viscosity (Vetec,
Sigma Aldrich, Brazil) was dissolved in deionized water to obtain a solution at 1 wt%.
Anhydride methacrylic (Alfa Aesar, USA) with 20-fold excess was added slowly at
4°C and the pH of 8 was adjusted with NaOH 5 N for 24 h. The solution was washed
with ethanol to remove remained methacrylic acid and anhydride methacrylic and the

final product was recovered using a rotary evaporator and lyophilization.

2.2 Characterization of the methacrylated alginate synthesis

The obtained product was characterized by FTIR (Shimadzu Prestige 21
Spectrometer, Shimadzu, Japao) to observe the appearance of the peak at ~ 1700
cm™ corresponding the carbonyl (C=0) and the disappearance of the peak at 3282
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cm™ corresponding the hydroxyl (OH). To confirm the functionalization with
methacrylate groups, 'H NMR spectra was obtained using deuterium oxide as
solvent and as internal standard (NMR- Varian VXR, 300 MHz- Agilente
Technologies, USA).

2.3 Preparation of alginate microspheres

An alginate solution (1.5 wt%) was prepared by dissolving sodium
alginate in deionized water and magnetically stirring until the alginate power has fully
dissolved to form a clear and viscous solution. This solution was dropped by spray-
coagulation method directly into crosslink solution (100 mM CacCl; in deionized water
adjusted to pH 7.4) by agitation to obtain microspheres [13]. The microspheres were
sieved through a 250 ym opening and were collected by centrifugation at 1200 rpm
for 3 minutes (Quimis Q222TM108, Brazil).

Alginate/chitosan microespheres were prepared by complex coacervation
using sodium alginate as a gel core. The same process described previously was
used, and the crosslink solution was dopped with chitosan particles at 1 wt%
(Chitosan low molecular weight, Sigma Aldrich, Brazil). The microespheres were
allowed to harden for at least 2 h by magnetically stirring before to centrifugation.

The photoinitiators are added in alginate solution at 5 wt% before the
microspheres obtation. The photoinitiators tested are: BAPO - phenylbis (2,4,6-
trimethylbenzoyl)-phosphine oxide; TPO - diphenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphine
oxide; and Irgacure - 2-Hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone, all
used as received from Sigma Aldrich.

To avaluate the different characteristics, ten groups were formulated as

described in Figure 1.
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Groups Composition

GROUP

\ A 1.5% of alginate
GRI?IUP ] 1.5% of alginate-methacrylate
( GR:cUP 1.5% of alginate and 1.0% of chitosan
\ GF;I(’:I):P 1.5% of alginate-methacrylate and 1.0% of chitosan
GROUP
\ M 1.5% of alginate-methacrylate and 5.0% of BAPO
| GROUP )
\ M 1.5% of alginate-methacrylateand 5% of TPO
|| GRIEUP 1.5% of alginate-methacrylate and 5% of IRGACURE
:
. G;OCUP 1.5% of alginate-methacrylate; 1.0% of chitosan and 5% of BAPO
B
GROUP . )
\ Mo, 1.5% of alginate-methacrylate; 1.0% of chitosan and 5% of TPO
| GROUP
\ Mg 1.5% of alginate-methacrylate; 1% of chitosan and 5.0% of IRGACURE

Figure 1. Study design of microspheres groups tested.
A: Alginate; M: Alginate-methacrylate; C: Chitosan; B: BAPO; T: TPO; I: IRGACURE

2.4 Cell viability assay

Cell viability assay was performed by adaptation to ISO 10993:2009. Mouse
fibroblasts L929 (2x10* cells/well) were maintained in DMEM in 96-well plates for 24
h at 37° C in a CO; incubator under 5% CO, and 95% air. Each material was
previously incubated in 1 mL of DMEM at 37° C, pH 7.2 for 24 h, under static

conditions to obtain the eluates (n=4). The same volume of spheres from each group
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was dispensed into well. The groups with photoinitiator were photoactivated for 1 min
(Bluephase, Ivoclar, USA) before to insert PBS. The positive control used was the
untreated group (only fibroblast cells in DMEM, without eluate addition). The eluates
from the specimens were applied in each well of 96-well plates previously preparated
with mouse fibroblasts. The cytotoxicity produced by each different group was
assessed with 24 h cell exposure time. After removing the eluates, 180 uL of DMEM
was added to 20 yL of MTT solution and placed in each well. After 4 h of incubation
at 37°C in darkness the blue formazan precipitate was extracted from the
mitochondria using 200 pL/well of dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorption was
determined using a spectrophotometer at a wavelength of 540 nm. The cell viability
data (absorbance) were analyzed using the program SigmaPlot 12 (Systat Inc, USA).
One-way ANOVA was used to analyze cell viabilty. The level of significance was set
at p<0.05.

2.5 Microsphere size determination

Measurements of the microspheres diameters were carried out with an
inverted optical microscope (INV-100 Bel Photonics,Brazil) with Eurokam 5.0 camera.
Microspheres were visualized under 100x and 400x magnification. Bel Capture
software was used to perform image capture and the measurement of the average

diameter of microspheres.

3 Results

FTIR and 1H NMR confirmed the methacrylation of sodium alginate (Figure 2
and 3). The Figure 2 shows the FTIR spectra of unmodified and modified sodium
alginate. This figure indicates the presence of carbonyl at ~1700 cm™ and decreased
peak of hydroxyl at ~3282 cm™. The spectrum of sodium alginate show distinctive
bands around 1595 and 1402 cm™, which corresponds to the asymmetric and
symmetric stretching vibrations of carboxylate salt groups of alginate. Additionally,
successful methacrylation can be confirmed by NMR (Figure 3), the signals at 1.9
ppm caused by the methyl protons (-CHs) derived from the methacrylate group as
well as the corresponding olefinic protons at 5.25 and 5.7 ppm (C=CH;) and the peak

at 4.8 ppm indicate deuterium oxide (solvent and internal standard).



22

Figure 4 shows the percentage of cell viability assessed after 24h. The
untreated group (cell control without eluate resin) was considered equal to 100%.
There was no statistical difference between evaluated groups, and all groups showed
similar cell viability to positive control (untreated group), none of the compounds were
considered to be cytotoxic to the assessed cell type.

The size distribution and diameters of the microspheres can be observed in
figure 5. Hydrogels had spherical or spheroidal morphology, with variations in the

particle size distribution.
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Figure 2. FTIR spectra of unmodified and modified sodium alginate.
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control without eluate). There was no statistically significant differences between groups (p<0.05).
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Figure 5. Inverted optical microscope images of alginate-methacrylate microspheres at 100 and 400x
maghnification. (a) and (b) mirospheres of alginate-methacrylate; (c) and (d) microspheres of alginate-
methacrylate with chitosan.

4 Discussion

It was possible to synthesize and to obtain microspheres of alginate hidrogel
functionalized with methacrylate radicals. Alginate is a natural, acidic polysaccharide
extracted from algae and is composed of units of B-D-mannuronic acid and a-L-
guluronic acid and as a result of their characteristics as biocompatibility, hydrophilicity
and low cost have been used extensively as drug and growth factor carriers [7-9].
Microspheres of alginate have been used to deliver a variety of bioactive molecules,
with the advantages that include the protection of therapeutic molecules from
degradation and reaction in the body, small particle volume allowing for easy
administration through injection, and control of solute diffusion by the manipulation of
the physical properties of the material. However, these hydrogels typically share a
similar problem with many other hydrogel systems regarding delivery of small
bioactive factors [14, 15]: the immobilization and controlled release of growth factors
from the hydrogels in scaffolds can be achieved due to rapid diffusion out of the
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water-swollen network [19-21] and is thus not sustained over a long period of time.
Although alginate can be a suitable biomaterials for delivery system of proteins the
time-space release of growth factors should be controlled at levels for cellular
signalization. Otherwise burst release can happen and a growth factor like VEGF
(Vascular Endotelial Grothw factor) delivered at high concentration can lead to
leakage of blood from vessels by enhance permeability and consequently
hemorrhagic effect. Due to tissue engineering requires tailored materials according to
therapy strategy several alternatives have been investigated to control the
pharmacokinetics of growth factor delivery (e.g. dual layer coating of microspheres )
[13], multilayer film coating [16] inclusion of chitosan [17], additional crosslinked
tratments.

As a strategy for control de slow release of growth factors immobilized in
alginate microspheres is the use of alginate methacrylated hydrogel since, the
degree of methacrylation of the alginate can control the degradation rates and
selective mechanical properties [18]. Basically an increase in crosslinking density
may give rise to a decrease in the degree of swelling and an increase in the stiffness
of the hydrogel [19] and consequently different kinetics release for target growth
factor or drug immobilized.

FTIR spectrum of sodium alginate show distinctive bands around 1595 and
1402 cm™, which corresponds to the asymmetric and symmetric stretching vibrations
of carboxylate salt groups of alginate. These characteristics bands still appear into
the FTIR spectrum of the alginate methacrylate because reaction substitution was
performed on the hydroxyl group. Previous studies have reported the substitution of
secondary alcohols in alginate to methacrylate radicals via anhydride chemistry [10,
11], and this method proved to an affective route to obtain alginate methacrylated. In
addition, the broad band at 3282 cm™, which corresponds to O-H stretching vibration
is still present because hydroxyl substitution by methacrylate groups do not reach
100% vyield, in accordance with other studies that have demonstrate low degree of
methacrylation, around 7%, 6% [11], and 20% [20]. Although it may be a limitation for
photocrosslinking, can be a desirable aspect, to facilitate the degradation of
microspheres to release of the bioactives molecules, and can explain the good result
for cell viability obtained for alginate-methacrylate group (M).

The most common gelation of alginate microspheres occurs through ionic

crosslinking, when divalent cations, such as Ca®",Sr**, or Ba®' interact with a-L-
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guluronic acid forming ionic bridges between adjacent alginate chains [21, 22]. lonic
crosslinking offers control of material properties through the concentration of calcium
and alginate as well as the alginate molecular weight. Furthermore, the crosslinking
method used to obtain the hydrogels is important as it should not damage or
denature any encapsulated bioactive factors or be toxic to incorporated or
surrounding host cells [14]. A wide variety of crosslinking approaches have been
explored [23].

Photocrosslinking has emerged as a popular method for crosslinking
hydrogels. Recently, various polymers have been modified with photopolymerizable
functional groups to create covalently crosslinked hydrogels [32-34]. The advantages
of this method of photoreticulation are the induction of liquid-solid phase
transformations of the polymer under physiological conditions, the reaction
independent of the calcium levels, the possibility of in situ polymerization [35,36],
greater reaction control and direct application in hard to reach places. In addition, this
technology can be used to maintain the structural and mechanical integrity of three-
dimensional alginate hydrogels [37, 38].

In order for a monomer to be photopolymerizable it must have functional
groups which can be induced to react to a light source, allowing its cross-linking or
photopolymerization only [24]. Recent works have replaced the secondary alginate
alcohols with methacrylate radicals [11] which, in the presence of compatible
photoinitiators, form free radicals when exposed to the light source. These free
radicals then interact with highly reactive acrylate functional groups along the
polymer chain, leading to the formation of covalent crosslinks [10, 11]. This reaction
can occur rapidly, often within seconds, and depends on the relative prepolymer and
photoinitiator concentrations as well as the intensity and duration of light exposure
[18, 25].

Previous studies tested in situ photocrosslinkable polymers and may provide
an alternative method for hydrogel formation [26-28]. This method utilizes ultraviolet
(UV) light to initiate a free radical polymerization reaction that forms covalent
crosslinks between functional methacrylate groups along the backbone of the
polymer chains [10, 11]. Photocrosslinking allows creation of alginate hydrogels
independent of calcium levels and is also a convenient means for controlling gelation
timing and kinetics; such techniques have been implemented in many materials.

Furthermore, the advantages of this photocrosslinking method are the use of a light
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source that induces fluid—solid phase transformations of the polymer under
physiologic conditions using a biocompatible photoinitiator. The limitation of
photocrosslinking techniques is that the process exposes the cells to UV light,
chemical photoinitiators that may be cytotoxic in precursor or radical form, and
organic solvents that may be required to dissolve the photoinitiators in the polymer
precursor solution; photogenerated molecules can also perturb the construct by
generation of temperature changes or gas bubbles. Furthermore, photoinitiators
sensitive to UV light need long time of photoactivation when compared with
photoinititors sensitive to blue light source, as used in dental materials [23].
Photoinitiators cytotoxicity has the potential to greatly impact the applicability
of photocrosslinked hydrogel for scaffolds or drug delivery systems. Irgacure has
been used extensively for UV photocrosslinking of tissue-engineered scaffolds owing
to its efficient photodissociated radical and low cytotoxicity in native form, ~90% of
cellular viability is expected [29, 30]. Due to this, the Irgacure was chosen as control,
and the cytotoxicity was similar to other studies, showing cell viability higher than
90%. The photoinitiators tested in this study (BAPO and TPO) are type I, that
generate radicals by fragmentation of the photoinitiator molecule and not requiring
the addition of a coinitiator, that frequently show higher citotoxicity. Previous studies
showed that the addition of coinitiators had no effect on the final conversion of
monomers, and good results have been obtained when compared with conventional
photoinitiator system used in dentistry (CQ+EDAB) [31, 32]. Furthermore, this system
have been identified in eluates of methacrylate-based materials showing cytotoxic
effects such as increase in theamount of intracellular formation of reactive oxygen
species(ROS) [33], increase in the intracellular glutathione (GSH) content [34], and
breaks in the integrity of DNA in cultured cells [35]. These results were decisive to
choosing the photoinitiators to preliminary tests and BAPO, TPO and alginate-
methacrylate group showed similar results for cell viability to untreated group and
control (Irgacure), >90% for all groups tested. Since it was not used a photoactivation
protocol in present design our findings suggest that the formulation of calcium cross
linked methacrilated alginate with the concentration of initiation system used was not
cytotoxic for cell tested.
Chitosan, a natural cationic polymer, have innumerable biological properties
described, but antioxidant capacity, antimicrobial, inhibition of biofilm formation, anti-

inflammatory and healing [36-38] are perhaps the most relevant for dentistry.
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Chitosan has a hydrophilic surface promoting cell adhesion, proliferation, and
differentiation, and evokes a minimal foreign body reaction on implantation [39, 40].
The results for cell viability demonstrate the low citotoxicity of chitosan when used to
coating microspheres of alginate. Due your characteristics, has attracted more
researchers to evaluate their properties for use in tissue engineering and drug
delivery systems. Coating alginate microspheres with polycationic polymers as
chitosan, which increases retention at the site of application, has been commonly
used to control the disintegration of alginate microspheres and extend the drug
release.

The alginate/chitosan microspheres can be produced by different methods
[41, 42], and in this study were prepared by complex coacervation using sodium
alginate as a gel core. A one-step method where a complex coacervate membrane is
formed at the interface between the alginate and chitosan solutions when the
alginate solution is dropped directly into a solution of calcium chloride mixed with
chitosan. The use of dental materials containing chitosan can reduce the number of
microorganisms present, delay the formation of biofilms, accelerate the healing
process and potentiate the antimicrobial activity of other materials. However, further
studies for a more complete understanding of the interaction of chitosan with other
components present in dental materials are needed to better evaluate its action in
this area. In addition the mean size of 20 micrometers can be considered small and
suitable for mixtures with stem cells, growth factors and other materiails in injectable
scaffolds.

Although the microspheres are widely used, the main disadvantages using
the procedure to obtain them include complicated industrial scale-up [43],
inhomogeneous physical hydrogels [44] and difficulties in obtaining lower size
microparticles, which are preferred for stabilizing the fragile structure of the drug and
controlling delivery kinetics. The spheres with appropriate size are required to
immobilization capacity and the stability of the biomolecules. The spray-coagulation
method showed to be suitable to obtain microspheres with mean size of 20 um of
alginate crosslinked by calcium ions is an alternative for these limitations. Further
studies about kinetics release, bioactivity, surficial layer cell-interactions and light
activation protocols are required for characterization and development of new

delivery system for dental applications.
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Conclusion

This study showed an effective way to obtain small size and regular

microspheres of methacrylated alginate with potential to be used as delivery system

in injectable scaffolds for dentistry application.
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3 Capitulo 2

COMPOSICOES PARA SISTEMAS DE ENTREGA
FOTOPOLIMERIZAVEIS CONTENDO HIDROGEL COM
METACRILATO

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo refere-se a composicdes para sistemas de entrega
fotopolimerizaveis. Em particular, a presente invencédo refere-se a composicdes
biomédicas, mais particularmente odontolégicas, que contenham hidrogel de
alginato funcionalizado com radicais metacrilato para sistemas de entrega
fotopolimerizaveis com luz visivel, sendo passivel de ser utilizado em sistemas
adesivos, cimentos e compoésitos. As composicfes apresentam variadas aplicacées
em Odontologia; em endodontia, cirurgia, protese dentaria, dentistica, ortodontia,
odontopediatria, periodontia, implantodontia. O biomaterial pode servir de sistema de

entrega de moléculas bioativas, farmacos, fitoterapicos e hormdnios.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Terapias biolégicas tém sido desenvolvidas com foco no reparo ou
regeneracao de tecidos e 6rgéos afetados por doencas ou injurias (MURRAY, 2002;
TZIAFAS, 2000, 2004; SCHMALZ, 2014). Entre eles, recentes avanc¢os na pesquisa
biomédica direcionam para a concepcdo de novos métodos de tratamento
odontoldgico, como os focados na regeneracdo dos tecidos dentais e maxilo-faciais.
Com isso, novas abordagens tém sido desenvolvidas baseadas na compreensao
dos mecanismos moleculares e celulares que regulam processos como a
dentinogénese, osteogénese, angiogénese, entre outros. O potencial para
exploracdo clinica dessas novas abordagens € majoritariamente baseado em

materiais com sistemas de entrega para liberacdo de moléculas bioativas ou
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farmacos (HUBBELL et al., 1996; LOHRMANN, 2000; PANTELIDIS et al.; 2006;
MASTERS, 2014; LICHTER et al.,2016). A patente US 5455041 (1993), por
exemplo, reivindica um método para induzir a regeneracdo de tecido periodontal
0sseo e do cemento com a aplicacdo de um fator de crescimento diretamente sobre
a superficie 6ssea tratada. Ja a patente americana US 7309232 (2003) descreve um
meétodo para regeneracdo de tecido dentério utilizando scaffolds contendo moléculas
bioativas como TGF-B, BMP, entre outros. Enquanto a patente CN 103767881A
apresenta um material com microesferas contendo proteina morfogenética 6ssea 2
(BMP-2) e seu método para aplicagéo e liberacao continua sobre a polpa. Contudo,
diferente do disponivel no estado da técnica, o desenvolvimento de um novo sistema
de entrega fotopolimerizavel contendo hidrogel com metacrilato poderia melhor
controlar a liberacdo tempo-espacial de moléculas (como fatores de crescimento,
fitoterapicos, farmacos, hormonios) de maneira a induzir a melhor resposta biolégica
de interesse.

Entre as maneiras de controlar a cinética de liberagcdo de moléculas estédo
descritos uso de matrizes de colageno (KIKUCHI et al., 2007, KOIKE et al., 2014, LI,
SAE-LIM, 2007, RUTHERFORD, 2001, SIX; LASFARGUES; GOLDBERG, 2002), de
gelatina (GOLDBERG et al., 2001, ISHIMATSU et al., 2009, SIX et al., 2002), de
agarose (CHAUSSAIN et al., 2009), de alginato de sédio (OLIVA-RODRIGUEZ et al.,
2011), entre outros. A otimizacdo da quantidade de proteinas ideal, e da velocidade
adequada de sua liberacdo, pode ser combinada com sistemas de entrega
especificos (ISHIMATSU, et al., 2009, KIKUCHI, et al., 2007). Nesse contexto,
algumas patentes descrevem o uso de materiais contendo proteinas bioativas em
microesferas, hidrogeis, sistemas de entrega e scaffolds, como os documentos US
0148486 (2005), US 0148538 (2010), US 8454980 (2011), CN 103767881 (2014).
Dentre os possiveis materiais a compor um sistema de entrega, o0 alginato € um
copolimero derivado de um polissacarideo natural biocompativel (AUGST, 2006) que
devido as suas caracteristicas como biocompatibilidade, hidrofilia e baixo custo
(LEE, 2012), tem sido utilizado em uma variedade de aplicagcbes na medicina
(NOVIKOVA, 2006), farmacologia (TONNESEN, 2002), ciéncias biologicas (SONE,
2002) e na odontologia (DOBIE, 2002), além de ser amplamente utilizado na
engenharia tecidual (NICODEMUS, 2008; PARK, 2009; SANTANA, 2013). Também
foi utilizado extensivamente como transportador de drogas e fator de crescimento
devido as suas caracteristicas (DOBIE, 2002; TONNESEN 2002; ZIMMERMANN,
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2005). Por causa disso, pode ser uma alternativa para o tratamento de lesbes
cavitarias profundas, pois a incorporacdo de moléculas biologicamente ativas em
materiais odontolégicos, com o hidrogel de alginato como sistema de entrega, pode
possibilitar tratamentos mais biolégicos com a inducdo de eventos que envolvem o
reparo ou a regeneracao de tecidos de interesse, como a formacdo de dentina
tercidria, a esclerose dentinaria (mineralizacéo intratubular), o controle do processo
inflamatorio e a formacédo de tecido mineralizado. Além de poder ser utilizado na
formulacdo de adesivos, cimentos, compdsitos, hemostéaticos, enxertos 0sseos,
entre outros.

Entre as patentes que descrevem o uso de hidrogéis, a patente US5986043
(1996) reivindica um material fotopolimerizavel e biodegradavel para liberacdo de
farmacos e adesédo tecidual, e a patente US 8097269 refere-se a um material
bioativo com composicdo sol-gel para entrega de farmacos e melhora da adeséo de
superficies organicas e inorganicas. No entanto, a utilizacdo do hidrogel de alginato
é limitada devido ao seu modo de obtencdo por agentes quimicos de reticulagéo.
Normalmente, um estado de hidrogel em alginato é gerado através de ligacdes
cruzadas idnicas entre os radicais do acido carboxilico e os cations bivalentes, como
Ca’ (SMIDSROD, 1990). Estes hidrogéis ionicamente reticulados perdem sua
integridade estrutural ao longo do tempo, pois os ions bivalentes sao dissolvidos no
meio aquoso durante o seu preparo (BAER, 2001). Recentemente, varios polimeros
tém sido modificados com grupos funcionais fotopolimerizaveis para criar hidrogéis
reticulados covalentemente (BRYANT, 2004; LEACH, 2003; LEE, 2004). As
vantagens deste método de fotorreticulagdo sdo a inducédo de transformacdes de
fase liquido-sélidos do polimero sob condic¢des fisioldgicas. A reacdo independe dos
niveis de célcio, e a possibilidade de polimerizacdo in situ (ANSETH, 2002; VAN
TOMME, 2008) permite um maior controle da reacéo e aplicacédo direta em locais de
dificil acesso. Além disso, esta tecnologia pode ser utilizada para manter a
integridade estrutural e mecéanica de hidrogéis de alginato tridimensionais (JEON,
2009 e 2010). Para que um mondmero possa ser fotopolimerizavel, ele tem que
apresentar na sua estrutura grupos funcionais que possam ser induzidos a reagir
perante uma fonte de luz, permitindo a sua reticulagéo ou apenas fotopolimerizagao
(CORRALES, 2003). Trabalhos recentes substituiram os alcodis secundarios do
alginato por radicais metacrilatos (SMEDS, 2001) que, na presenca de

fotoiniciadores compativeis, formam radicais livres quando expostos a fonte de luz.
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Estes radicais livres, em seguida, interagem com 0s grupos altamente reativos de
acrilato funcionais ao longo da cadeia polimérica, conduzindo a formacdo de
reticulacbes covalentes (SMEDS, 2001; BURDICK, 2005). Esta reacao pode ocorrer
rapidamente, muitas vezes dentro de segundos, e depende das concentracdes
relativas de pré-polimero e do fotoiniciador bem como a intensidade e duracédo da
exposicdo a luz (JEON, 2009 e 2010).

Trabalhos anteriores demonstraram a utilizacdo de fonte de luz ultravioleta
(UV) como um método alternativo para obtencdo de polimeros com ligacdes
cruzadas (ELISSEEFF, 1999; SMEDS, 2001; BURDICK, 2005). No entanto, deve-se
controlar o tempo de exposicdo e a extensao da area atingida para assegurar que a
viabilidade celular ndo seja afetada pelo excesso de producado de radicais livres ou
de danos ao DNA causados pela luz UV (DINANT, 2103; CORTAT, 2013; MIRONI-
HARPAZ, 2012). A fonte de luz azul, utilizada clinicamente na odontologia, seria
uma alternativa para melhorar a viabilidade deste processo, tornando-o0 mais seguro.
Dessa forma, poderia ser utilizado no desenvolvimento de biomateriais com
potencial de regeneracdo e reparo tecidual com a incorporacdo de moléculas

bioativas, farmacos, hormonios e fitoterapicos.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo compreende a inédita utilizacdo de hidrogel de alginato
funcionalizado com radicais metacrilato como sistemas de entrega passivel de
fotopolimerizacdo com luz visivel para aplicacdo odontologica e biomédica. Ela tem
o objetivo de prover hidrogel de alginato em forma de pelicula ou de esferas com
capacidade de carreamento e liberacdo de moléculas bioativas, farmacos,
fitoterapicos e/ou horménios para aplicacdes biomédicas, e mais particularmente
odontoldgicas. A incorporacdo dessas moléculas em materiais dentarios pode
possibilitar a inducdo de eventos que envolvem o reparo e regeneracao tecidual, a
diferenciacdo de células pulpares, a mineralizacdo intratubular, a neoformacao
O0ssea, 0 controle de patologias periapicais, angiogénese, entre outros. Mais
particularmente, as composicoes da presente invencdo sao indicadas para
capeamento pulpar direto ou indireto, pulpotomia, apicificacéo, reabsorcéao radicular,

reparo de perfuragdes, reparo de lesdes de furca, retro-obturacéo, hipersensibilidade
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dentinéria, reparo de defeitos 6sseos criticos e ndo criticos, obturagdo do canal
radicular, periimplantite, perda 6ssea periodontal, entre outros.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a composicdes biomédicas, e mais
especificamente  odontolégicas, que compreendem hidrogel de alginato
funcionalizado com radicais metacrilato passivel de fotopolimerizacdo com luz
visivel, a fim de promover efeitos terapéuticos para cimentos, adesivos, resinas,
selantes, materiais restauradores, enxertos 0sseos, entre outros, através da
liberacé@o controlada de moléculas.

O hidrogel de alginato funcionalizado com metacrilato pode ser utilizado como
sistema de entrega na forma de gel, membrana, pelicula e esfera, sem se restringir a
essas formas. O biomaterial pode ser ainda autoativado, fotoativado, quimicamente
ativado ou de presa dual. Como alternativa, é possivel a apresentac¢édo do produto na
forma de pé e liquido, sendo possivel também a apresentacdo em gel ja contendo o
alginato funcionalizado com metacrilato e com moléculas incorporadas. As
moléculas podem vir encapsuladas nas microesferas para que ap4s o rompimento
da estrutura possa ocorrer a liberacdo dos principios ativos. Além disso, 0s
principios ativos podem estar dispersos na matriz do alginato. A apresentacdo como
“p6 e gel” ou “liquido e gel” pode ser utilizada, para que os fotoiniciadores sob a
forma de p6 ou em solucdo sejam incorporadas no gel contendo o material no
momento da aplicacdo. Como outra alternativa, 0 material pode ter apresentacéo na
forma de solugcdo aquosa, como para medicacdes intracanais, em que os as esferas
de alginato podem ja vir incorporadas na solu¢do, ou serem misturadas no momento
do uso.

Outros agentes podem ser incorporados na presente invencdo dependendo
da aplicacdo do material. Esses aditivos incluem agentes antimicrobianos,
antiinflamatdrios, radiopacificadores, extratos naturais, anestésicos, entre outros. Na
Tabela 1 estdo descritos exemplos de possiveis aditivos para sistemas de entrega

de materiais odontolégicos.

Tabela 1. Exemplos de possiveis aditivos na composi¢cao
Aditivo Exemplo

Radiopacificadores Oxido de bismuto, 6xido de tantéalio, tungstanato de
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calcio, zircbnia, fluoreto de itérbio, particulas de
carga de vidro contendo bério, estrdncio, zinco.

Antimicrobianos Amodnios quaternarios, derivados de pirazois,
metacrilatos funcionalizados, clorexidina,
mondmeros antibacterianos (como MDPB), Cloreto
de benzalcbnio, Cloreto de Cetilpiridinio, Particulas

de Prata, Triclosan.

Extratos naturais Oleos essenciais de copaiba, de butia, de vitis, de
(antimicrobianos, anti- cardol, de cardenol, de orégano, de aroeira, de alho,
inflamatérios) de propolis;

Proteinas TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3; FGF-2; BMP-2, BMP-3,

BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7; DSP; DPP; DMP-1;
MEPE; IGF-1; PDGF; VEGF; EGF; HGF; GDNF;
BDNF; PGF; ADM; Proteinas extraidas dos tecidos
(como de dentes e 0ss0S)

Outros Antiinflamatdrios, corticosteroides, agentes
hemostaticos, analgésicos, anestésicos

EXEMPLOS

Para permitir uma melhor compreenséo da presente invencdo e demonstrar
claramente os avancos técnicos obtidos, na sequéncia sdo apresentados o0s
métodos de obtencdo e os resultados. Ainda sdo apresentados exemplos de
concretizacdes dos materiais, ndo sendo objetivo do presente relatério limitar a

invencdo apenas a estas concretizacoes.

Sintese do hidrogel de alginato funcionalizado

Alginato metacrilado foi sintetizado através da esterificacao de grupos hidroxila, com
base nos protocolos anteriormente descritos (BURDICK et al., 2005; SMEDS; GRINSTAFF,
2001). Resumidamente, uma solucéo a 1% de alginato de baixa viscosidade (Vetec, Sigma,
Brasil) foi preparada com agua deionizada e anidrido metacrilico (Alfa Aesar, Hard Hill, MA)
com 20% em excesso, foi adicionado lentamente a solu¢do a 4°C e o pH foi ajustado a 7
usando NaOH 5N. A reacdo ocorreu por 24 h, o excesso de anidrido metacrilico foi removido
e o produto final recuperado por rotavapor e liofilizacéo.

FTIR and H' RMN confirmaram a obtenc&o do alginato metacrilato (Figura 1 e
2). A Figura 1 apresenta o espectro de FTIR do alginato sem e com a modificagao

pelo metacrilato e indica a presenca da carbonila em ~1700 cm™ e a diminuigéo do
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pico da hidroxila em ~3282 cm™. O espectro do alginato de sédio apresenta bandas
distintas nas regides de 1595 and 1402 cm™, que correspondem ao estiramento
simétrico e assimétrico do carboxilato de alginato. Além disso, na Figura 2 os picos
em 1.9 ppm, 5.25 e 5.7 ppm indicam o0 sucesso da sintese. O pico em 4.8 ppm

indica a 4gua deuterada, utilizada como solvente e padréo interno.

Obtencéao das microesferas

Uma solucao de alginato (1,5%) foi preparada através da mistura com agua
deionizada sob agitacdo magnética até a obtencdo de uma solucdo homogénea e
viscosa. Essa solucao foi dispensada diretamente na solucéo de reticulagcdo(100 mM
CaCl, em agua deionizada-pH 7,4) sob agitacdo para obtencdo das microesferas. As
microesferas foram dispensadas sobre peneira com abertura de 250 um e coletadas
por centrifugacao a 1200 rpm por 3 min (Quimis Q222TM108, Brazil).

Os fotoiniciadores foram adicionados na solucdo de alginato a 5% antes da
obtencdo das microesferas. Os fotoiniciadores testados foram: BAPO - phenylbis
(2,4,6-trimethylbenzoyl)-phosphine oxide; TPO-diphenyl (2,4,6-trimethylbenzoyl)
phosphine  oxide; and Irgacure - 2-Hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-
methylpropiophenone, todos da Sigma Aldrich. Para avaliar as diferentes

caracteristicas, dez grupos foram formulados como descrito na Figura 3.

Avaliacao da viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme adaptacdo da I1SO
10993 (2009). Apos 24 de contato das células de fibroblastos de ratos L929 com o
eludato dos materiais, foi feita a avaliacado da viabilidade celular com WST-1 (Roche,
EUA). Todos os grupos avaliados apresentaram viabilidade celular semelhantes
estatisticamente e superior a 90% (Figura 4), sendo que nenhum dos compostos foi

considerado citotéxico para o tipo celular avaliado.

Determinacgdo do tamanho das microesferas

O diametro médio das microesferas foi mensurado através de microscopio
optico (INV-100 Bel Photonics,Brasil), sob magnificacdo de 100x e 400x. O diametro
médio de ~ 20um das esferas pode ser visualizado na Figura 5.
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EXEMPLO 1: Adesivo odontoldgico contendo microesferas de hidrogel de
alginato metacrilato

Como exemplo da aplicacdo do hidrogel de alginato funcionalizado em
materiais odontologicos, a Tabela 2 exemplifica a formulacdo de um adesivo
odontolégico contendo microesferas de alginato funcionalizado com radicais
metacrilato na composi¢cdo, ndo se restringindo a ela. O adesivo € composto
principalmente de mondémeros hidréfobos, como o Bis-GMA e o TEGDMA, hidrofilos

como HEMA, mondmeros acidos como GDMA-P, fotoiniciadores e solventes.

Tabela 2. Exemplo de adesivo odontolégico contendo microesferas de hidrogel de

alginato metacrilato na composicao

Componente Faixa ampla Faixa preferencial
Bis-GMA 5-90% wt 40-60% wt
TEGDMA 5-90% wt 40-60% wt
HEMA 10-50% wt 20-30% wt
GDMA-P 5-80% wit 10-30%wt
Microesferas de Alginato 1-90% wt 10-50% wt
Fotoiniciadores (BAPO, TPO) 0,5%-20% wt 3-10% wt
Solvente (etanol, 4gua, acetona) 5-90% wt 5-20% wit

Além da aplicacdo do adesivo na forma convencional, a possibilidade de utilizacéo
se estende para uso direto sobre exposicdo pulpar, como camada de protecdo e
regeneracao tecidual. Seja na forma injetavel formando uma pelicula/camada de
hidrogel de alginato funcionalizado ou na forma de esferas de alginato metacrilato
dispersas na matriz resinosa de adesivos autocondicionantes para liberagdo de
moléculas bioativas como citocinas e fatores de crescimento, ou mesmo farmacos,

como agentes anti-inflamatorios e antibacterianos.

EXEMPLO 2: Cimento endodéntico contendo microesferas de hidrogel de
alginato metacrilato

O hidrogel de alginato funcionalizado também pode ser utilizado em um
cimento endodontico. O material contendo microesferas de hidrogel de alginato
funcionalizado pode ser preparado preferencialmente por mistura de metacrilato,

dimetacrilatos, o sistema de iniciagdo como amina/perdxido (ativacdo quimica) e
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canforoquinona/amina ou BAPO ou TPO (fotopolimerizacao), radiopacificadores e as
microesferas na matriz inorganica. Como exemplo, o material pode ser composto

pelas pastas base e catalisadora (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Exemplo de cimento endoddntico contendo hidrogel de alginato

metacrilato na composicéo da pasta base

Componente Faixa ampla Faixa preferencial

Bis-EMA 30 1-99% 60-80%
TEGDMA 1-85% 5-30%

Peg 400 1-50% 10-30%
Canforoquinona 0,1-30% 0,1-5%

DHEPT 0,1-30% 0,1-3%
Silica 0,1-50% 0,1-10%
Radiopacificador 0,1-60% 15-30%
Microesferas de alginato metacrilato 10-70% 20-50%

Tabela 4. Exemplo de cimento endoddntico contendo hidrogel de alginato

metacrilato - pasta catalisadora

Componente Faixa ampla Faixa preferencial
Bis-EMA 30 1-99% 50-80%
TEGDMA 1-85% 5-30%
Exotano 8 1-50% 5-40%
Sulfinico 0,1-35% 0,1-5%
Peréxido de benzoila 0,1-40% 0,1-2%

BHT 0,1-45% 0,1-5%
Silica 0,1-55% 0,1-15%
Radiopacificador 0-80% 5-40%

Os presentes exemplos servem de prova de conceito da potencial aplicacéo
e efeito dos materiais contendo hidrogel de alginato funcionalizado com radicais
metacrilato fotopolimerizaveis para uso na area da saude, mas especificamente em
Odontologia. Tratou-se no presente relatorio descritivo de uma invencdo dotada de
novidade, atividade inventiva, aplicacdo industrial e suficiéncia descritiva,
preenchendo todos os requisitos determinados pela lei da propriedade industrial

para obter a concessao da patente da invencao pleiteada.
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REIVINDICACOES

1.

COMPOSICOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL caracterizadas por possuir hidrogel de alginato
funcionalizado com metacrilato na composigéo entre 0,1 e 99.9%.
COMPOSIQOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1, caracterizada pelo fato de
ser apresentada em dois componentes distintos, um compreendendo ao
menos um biomaterial como adesivo, cimento, medicamento intracanal
odontoldgico; e outro compreendendo hidrogel de alginato funcionalizado com
metacrilatos que podem estar encapsulados em microesferas, nanotubos,
vidros bioativos, entre outros.

COMPOSIQOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1 e 2, caracterizadas pelo
fato dos componentes serem apresentados na forma de: “p6 e liquido”,
“liquido e liquido”, “pastilha e liquido”, “pasta unica”, “duas ou mais pastas”,
‘pd e pasta”, “liquido e pasta”, “gel/creme”, “p6 e gellcreme”, “pasta e
gel/creme”, “liquido e gel/creme”.

COMPOSIQ()ES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1 a 3, caracterizadas pelo
fato de apresentar iniciadores como BAPO, TPO, canforoquinona, EDAB,
benzodioxolas, peréxido de benzoila, na composicdo de modo a tornar o
material autoativado, fotoativado, quimicamente ativado ou de presa dual.
COMPOSICOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado de 1 a 3, e ainda caracterizado
por possuir radiopacificadores na composi¢cdo como oxido de bismuto, 6xido
de tantalio, tungstanato de calcio, zirconia, fluoreto de itérbio, particulas de
carga de vidro contendo bario/estréncio/zinco.

COMPOSICOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado de 1 a 3 e ainda caracterizado
por possuir fosfato de calcio, fosfato tricalcio, a fosfato tricalcio, B fosfato
tricalcio, fosfato de célcio bifasico, fosfato monocalcio, fosfato tetracélcio e/ou
hidroxiapatita, osso bovino liofilizado, aluminato de célcio, silicato de calcio,

agregado trioxido mineral, hidréxido de calcio na composicao.
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7. COMPOSIQOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado de 1 a 3, e ainda caracterizado
por possuir como principios ativos na composicdo: agentes antiinflamatorios,
agentes antimicrobianos, agentes antivirais, corticosteroides, agentes
hemostaticos, agentes analgésicos, agentes anestésicos, agentes
fitoterapicos, hormonios.

8. COMPOSICOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 7, e ainda caracterizado por
possuir como agentes antimicrobianos ou antivirais: amonios quaternarios,
derivados de pirazéis, metacrilatos funcionalizados (como metacrilato de
prata, de zinco, de cobre, de estanho), clorexidina, MDPB (12-
methacryloyloxy dodecypyridinium bromide).

9. COMPOSIQ@ES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 7, e ainda caracterizado por
possuir como agentes fitoterapicos extratos naturais como: 6leos essenciais
de copaiba, de butia, de vitis, de cardol, de cardenol, de orégano, de aroeira,
de alho, de proépolis.

10.COMPOSIQ©ES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1 a 9, caracterizada pelo fato
do material ser um sistema de entrega para materiais resinosos como adesivo
odontoldgico, que contenha mondmeros hidréfobos, monémeros hidrofilos,
solvente e iniciadores além do hidrogel de alginato funcionalizado.

11.COMPOSIQ©ES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1 a 9, caracterizada pelo fato
do material ser um sistema de entrega para um cimento endodéntico, que
contenha mondmeros, radiopacificadores, fotoiniciadores e hidrogel de
alginato funcionalizado.

12.COMPOSICOES CONTENDO HIDROGEL DE ALGINATO METACRILATO
FOTOPOLIMERIZAVEL como reivindicado em 1 a 9, caracterizada pelo fato
de ser um cimento cirdrgico, um cimento ortoddntico, um cimento provisorio,
um material restaurador, um selante para féssulas e fissuras, um enxerto
0sseo, um cimento periodontal, uma membrana para regeneragdo 6ssea ou

periodontal, entre outros.
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FIGURAS
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Figura.l Espectro de FTIR do alginato antes e depois da funcionalizagdo com metacrilato.
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Figura 2. H' RMN do alginato funcionalizado com metacrilato.



Groups Composition
GROUP .
E A 1.5% of alginate
( GRI\?IUP ) 1.5% of alginate-methacrylate
( GR:CUP 1.5% of alginate and 1.0% of chitosan
‘l GFR?CUP ) 1.5% of alginate-methacrylate and 1.0% of chitosan
[ GROUP .
Mz 1.5% of alginate-methacrylate and 5.0% of BAPO
GROUP )
\ M, 1.5% of alginate-methacrylate and 5% of TPO
( GRB?[UP 1.5% of alginate-methacrylate and 5% of IRGACURE
1
( G?E:UP " 1.5% of alginate-methacrylate; 1.0% of chitosan and 5% of BAPO
B
GROUP | i )
| Moy 1.5% of alginate-methacrylate; 1.0% of chitosan and 5% of TPO
GROUP |
\ Me; 1.5% of alginate-methacrylate; 1% of chitosan and 5.0% of IRGACURE

Figure 3. Grupos avaliados de microesferas de alginato.
A: Alginato; M: Alginato-metacrilato; C: Quitosana; B: BAPO; T: TPO; I: IRGACURE
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Figura 4. Viabilidade cellular e desvio-padrdo(%) dos grupos testados. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).

Figura 5. Microscopia 6ptica invertida das microesferas de alginato metacrilato em aumento de 100 e

400x. (a) e (b) alginato metacrilato; (c) e (d) alginato metacrilato com quitosana.
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4 Consideracdes Finais

O hidrogel de alginato ja vem sendo utilizado em diversos segmentos da
area da saude devido, principalmente, a sua biocompatibilidade e baixo custo. Além
disso, uma nova tendéncia no desenvolvimento de materiais bioativos tem sido
observada, aliada ao principio da odontologia minimamente invasiva, 0 que aumenta
a busca pelo material ideal. Apesar de todas suas vantagens, este material ainda
apresenta limitac6es relacionadas a sua aplicacdo in situ que estimulam o
desenvolvimento de métodos que permitam atingir um biomaterial que potencialize
os efeitos de reparo e regeneracdo tecidual, seja biocompativel e que seu custo-
beneficio ainda persista. Devido a isso, foram desenvolvidas microesferas de
hidrogel de alginato funcionalizado com metacrilato para aplicacdo como sistema de
entrega em Odontologia. A funcionalizagdo com radicais metacrilato permite a
polimerizagdo do material e a unido a materiais restauradores, facilitando sua
utilizacdo direta no local de aplicacdo. Apesar de o material ter apresentado
resultados preliminares promissores, novas pesquisas devem ser conduzidas a fim
de otimizar o processo de obtencado do alginato funcionalizado e das microesferas, e
a incorporacdo de medicamentos e fatores de crescimento, sendo utilizado como
um sistema de entrega de farmaco. Dessa maneira, 0 uso de hidrogel de alginato
funcionalizado com potencial de fotopolimerizacéo, seja na forma de pelicula ou de
microesferas contendo substancias bioativas, podera promover uma resposta
fisiologica induzida e programada em tratamentos para odontologia reparativa ou

regenerativa.
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Apéndice A — Nota da Tese

Alginato funcionalizado com potencial odontolégico
Functionalized alginate with dentistry potential

A presente tese de doutorado desenvolveu microsferas de hidrogel de alginato
funcionalizado com metacrilato para potencial aplicagdo como sistema
fotopolimerizavel de entrega de farmacos em materiais odontologicos. Hidrogel de
alginato € um copolimero derivado de um polissacarideo natural biocompativel que
devido as suas caracteristicas como biocompatibilidade, hidrofilia e baixo custo tem
sido utilizado em uma variedade de aplicacdes na area da saude. A utilizacdo de
miscroesferas permite a incorporacdo de moléculas biologicamente ativas em
materiais odontolégicos, o que pode possibilitar tratamentos mais biolégicos com a
inducdo de eventos que envolvem o reparo ou a regeneracdo de tecidos de
interesse, como a formacdo de dentina terciaria, a esclerose dentinaria
(mineralizacdo intratubular), o controle do processo inflamatério e a formacédo de
tecido mineralizado.
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Sumula do curriculo
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