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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"METODO DE PRODUCAO DE UMA COMPOSIGAO DE
LIBERAGAO CONTROLADA DE FOSFATO DE AcCIDO
ASCORBICO, COMPOSIGAO DE LIBERAGAO CONTROLADA E
DISPOSITIVO MEDICO".

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencédo refere-se, em geral, ao campo de

composicdes de liberacado sustentada de fosfato de acido ascérbico e
suas aplicagbes para a regeneragdo e O reparo de tecido, em
particular, composicoes de liberacdo sustentada de fosfato de acido
ascorbico e polimeros biodegradaveis.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] O colageno é o principal componente das proteinas da

matriz extracelular de todo o tecido conjuntivo, incluindo pele, tenddes,
ossos, cartilagens, vasos sanguineos e ligamentos. E fato conhecido
que o colageno desempenha um papel de importancia critica na
criagcdo e na manutengcdo da estrutura de tecidos humanos. Os
estudos recentes revelam que o colageno interage com as células em
tecidos conjuntivos e transduz sinais essenciais para a regulagao de
ancoragem, migracao, proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular.

[0003] Sabe-se que o acido ascorbico € necessario para a
hidroxilagcdo do colageno. O acido ascorbico € um cofator de prolil-
hidroxilase e lisil-hidroxilase. A hidroxilacao de prolina € essencial para
a estabilizacdo de espiral tripla de colageno, enquanto que a
hidroxilagdo de lisina é necessaria para a reticulacdo de colageno.
Acredita-se que a producdo de colageno comprometida associada a
deficiéncia de acido ascorbico resulta na cura prejudicada de
ferimentos, e pode ter outros efeitos adversos.

[0004] Shukla, e Mason et al. (Shukla, S. P, Plasma and Urinary
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Ascorbic Acid Levels in the Postoperative Period,. Experientia 25:704,

1969) sugeriu que o estresse cirurgico resultou em necessidades
elevadas de acido ascérbico. Entretanto, Levenson et al. (Levenson et

al., Vitamins in Acute lliness, Annals of Surgery 24 (5) paginas 840 a

856 1946) relatou niveis de acido ascoérbico abaixo de valores normais
em pacientes gravemente feridos. Em alguns pacientes, os niveis de
plasma de acido ascorbico foram imensuraveis dentro de algumas
horas apds uma lesédo grave. Levenson et al. também relatou que os
vasos sanguineos de acido ascorbico permaneceram subnormais
mesmo com inje¢des intramusculares de 1000 mg diarias até o oitavo
dia. A incorporagao de acido ascérbico em dispositivos implantaveis e
em arcaboucos de engenharia tecidual para formulagbes de liberagao
sustentada e localizada de acido ascorbico nos sitios onde a
biossintese de colageno é necessaria, poderia ser desejavel para o
acentuamento da regeneragao e reparo de tecidos.

[0005] As formulagdes de liberacao controlada de fosfato de acido
ascorbico sdo preparadas pela evaporacao de solvente. Por exemplo,

Hyongbum Kim et al. (Kim H. et al (2003): Sustained Release of

Ascorbic-2-phosphate  and Deamethasone from Porous PLGA

Scaffolds for Bone Tissue Engineering Using Mesenchymal Stem

Cells, Biomaterials 24:4671 a 4679) descreveu um arcaboug¢o PLGA

poroso para a liberacédo controlada de fosfato de acido ascérbico, uma
forma estavel de acido ascoérbico. As matrizes PLGA porosas contendo
fosfato de acido ascorbico e dexametasona foram preparadas por
métodos de evaporagdo de solvente/lixiviagdo de particulados.
Existem desvantagens no uso de métodos de evaporagao de solvente
conhecidos no preparo de formulagcdes de liberagdo controlada de
fosfato de acido ascoérbico. As desvantagens incluem a necessidade
de remover solvente residual, a dificuldade em ou a impossibilidade de

preparar partes de dispositivo meédico tridimensional (3-D) por

Petica0 870200047388, de 15/04/2020, pég. 5/35



3/23

evaporacdo de solvente, e existe uma explosdo substancial de
liberagao de fosfato de acido ascérbico a partir das estruturas fundidas
com solvente tanto in_vivo quanto in_vitro. Portanto, existe uma
necessidade nessa técnica de métodos aperfeicoados e inovadores
para produzir composi¢des de liberacdo controlada de acido ascorbico
e componentes e dispositivos médicos feitos dessas composigdes.
SUMARIO DA INVENCAO

[0006] A invencao refere-se a um método de preparacdo de uma

composicdo de liberacdo controlada. Especificamente, a invencéo
refere-se a um método de preparacdo de uma composicdo de
liberagao controlada de fosfato de acido ascorbico.

[0007] O método inovador da presente invencdo para produzir
uma composic¢ao de liberacdo controlada de fosfato de acido ascérbico
inovadora tem as seguintes etapas. O fosfato de acido ascorbico é
seco a uma temperatura ndo maior que cerca de 160°C por cerca de
30 minutos. O fosfato de acido ascorbico seco € misturado em estado
fundido com um polimero de poliéster alifatico absorvivel a uma
temperatura ndo maior que cerca de 160°C para formar um fosfato de
acido ascérbico e uma composi¢cao de polimero. Opcionalmente, o
processo tem a etapa adicional de processamento do acido ascorbico
e da composicdo de polimero em uma forma desejada a uma
temperatura ndo maior que cerca de 160°C.

[0008] Outro aspecto da presente invengao € uma composigao de
fosfato de acido ascorbico inovadora produzida pelo processo descrito
acima. Essa composicdo inovadora pode ser adicionalmente
processada em componentes ou dispositivos médicos pelo
processamento por fusdo a uma temperatura ndo maior que cerca de
160°C.

[0009] Ainda outro aspecto da presente invencdo € um dispositivo

meédico fabricado a partir das composi¢des de liberagdo controlada da
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presente invengao.

Esses e outros aspectos e vantagens da presente invengao ficaréo
mais aparentes a partir da seguinte descricdo e dos desenhos em
anexo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[00010] A figura 1 mostra um perfil de liberagdo de filme PCL/PLA

40/60 carregado com fosfato de acido ascorbico preparado com o uso

de um processo de evaporacio de solvente de técnica anterior.
[00011] A figura 2 mostra uma imagem SEM de uma secéo
transversal de um filme PCL/PLA 40/60 carregado com fosfato de
acido ascorbico preparado conforme descrito no Exemplo 3.

[00012] A figura 3 mostra um perfil de liberagado de filme PCL/PLA
40/60 carregado com fosfato de acido ascérbico preparado conforme
descrito no Exemplo 5.

[00013] A figura 4 mostra um perfil de liberacdo de filme PCL/PGA
35/65 carregado com fosfato de acido ascorbico preparado conforme
descrito no Exemplo 4.

DESCRICAO DETALHADA

[00014] O fosfato de acido ascérbico (AZP) € uma forma estavel de

acido ascorbico que tem uma temperatura de fusdo de cerca de
260°C. O fosfato de acido ascérbico € um pd branco que é
extremamente higroscopico. Conforme recebido, o AZP pode conter
uma umidade até cerca de 7,5% em peso. Os polimeros de poliéster
alifaticos absorviveis biocompativeis sao sensiveis a umidade, o que
pode causar a degradacdo do polimero, especificamente sob
temperaturas elevadas. As tentativas de fundir a mistura de AZP em
polimeros de poliéster alifaticos absorviveis com o uso de condigdes
de processamento por fusdo convencionais, tipicamente, falharam e
geraram um resultado mal sucedido. A presente invencao fornece um

meétodo inovador para produzir composicdes de liberagdo controlada
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de fosfato de acido ascoérbico através do processamento por fusdo. As
composicdes de liberacdo controlada de fosfato de acido ascérbico
sdo Uuteis no reparo e regeneragdo de tecidos, e podem ser
fundamentais ao processo de cura para determinadas condicdes
meédicas e determinados pacientes.

[00015] As novas composicdes de liberacdo controlada de fosfato
de acido ascérbico (AZP) inovadoras da presente invengdo sao
preparadas pela secagem do po de AZP e pela mistura em estado
fundido do p6é de AZP com o polimero de poliéster alifatico absorvivel
biocompativel pré-seco. A composicdo de polimero/AZP misturado em
estado fundido pode, entdo, ser adicionalmente processada por fuséo
na forma do componente ou dispositivo médico desejado incluindo,
mas nao se limitando a, fibras, hastes, roscas, grampos, ancoras de
sutura, filmes e similares. Os processos por fusdo que podem ser
usados para formar esses dispositivos médicos a partir das
composi¢cdes inovadoras da presente invencao incluem processos
convencionais como modelagem por injegdo, modelagem por
compactagcao, extrusdo e similares de acordo com os requisitos do
processos da presente invencao. E particularmente preferencial que os
dispositivos médicos produzidos a partir das composi¢cdes de liberagao
de controle da presente invencdo sejam implantaveis nos tecidos
corporais e/ou cavidades do corpo, embora possam ser Uteis em
aplicagdes externas como redes ou placas montadas sobre a pele.
[00016] O termo "liberacdo controlada" conforme usado na presente
invencdo € definido como uma liberacdo sustentada de agentes
terapéuticos com o controle de tempo e espaco dos efeitos bioldgicos
dos agentes terapéuticos na saude de seres humanos e de animais.
[00017] O termo "explosédo" conforme usado na presente invencao
€ definido como a liberacdo de farmaco de alta taxa inicial observada

no inicio do processo de liberacdo controlada. A "explosao" pode ser
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causada por inumeros mecanismos, incluindo dessorcao de superficie,
difusdo do poro ou a falta de uma barreira frontal de difusdo para
regular o processo difusivo. Esse periodo de estado n&do permanente
inicial pode, também, ser denominado como "liberacdo imediata".
[00018] O termo "polimeros absorviveis" conforme usado no
presente documento € definido como polimeros biocompativeis
sintéticos (incluindo copolimeros) que podem degradar e ser
absorvidos pelo corpo quando sao implantados em seres humanos ou
em animais. Os polimeros absorviveis prontamente se decompdem
em pequenos segmentos quando sao expostos ao tecido corporal
umido. Os segmentos sao absorvidos pelo corpo ou passam por ele.
Mais particularmente, os segmentos biodegradados nao eliciam uma
reacao corporal estranha crénica permanente, porque sio absorvidos
pelo corpo ou passados a partir do corpo, tal que nenhum traco
permanente ou residual do segmento seja retido pelo corpo.

[00019] No processo da presente invencdo, o AZP é seco para
minimizar a agua ligada. A agua ligada & removida do AZP por
aquecimento a uma temperatura ndo maior que cerca de 160°C por
cerca de 30 minutos. O AZP ¢ suficientemente seco em uma
quantidade que evita efetivamente a degradacao do polimero durante
o processamento. Por exemplo, a umidade residual é reduzida para
ndo mais que cerca de 1%. O AZP pode ser seco em um modo
convencional usando aparelhos de secagem convencionais mediante
vacuo ou sob atmosfera inerte, como nitrogénio ou gas argénio.
Apesar de um folheto de dados de seguranga de materiais de um
fabricante de AZP determinar que a temperatura de degradacédo do
AZP é de cerca de 260°C, foi revelado que a secagem do AZP sob
temperaturas mais elevadas e por periodos mais longos resulta na
degradacao progressiva do AZP.

[00020] Os polimeros de poliéster alifaticos absorviveis uteis nos
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processos da presente invencdo também precisam ser secos para
minimizar o teor de umidade antes do processamento. O polimero de
poliéster alifatico absorvivel pode ser seco em um modo convencional
como através de armazenamento sob vacuo a temperatura ambiente
até o momento do processamento. O polimero pode ser mantido seco
de maneira convencional tal como por armazenamento sob condigdes
de gas inerte.

[00021] Os polimeros de poliéster alifaticos absorviveis adequados
que podem ser usados para preparar as composicoes de liberagao
controlada de AZP conforme descritas no presente documento sdo
aqueles que tém uma temperatura de fusdo ndo maior que 160°C, e
que sao processaveis por fusdo a uma temperatura ndo maior que
160°C. Os polimeros de poliéster alifaticos absorviveis adequados sao
homopolimeros ou copolimeros preparados a partir de monémeros,
incluindo, mas néo se limitando a, lactideo (incluindo acido lactico),
glicolideo (incluindo acido glicdlico), épsilon-caprolactona, dioxanona e
carbonato de trimetileno. Em uma modalidade, os polimeros de
poliéster alifaticos absorviveis sdo preparados a partir de monémeros
incluindo, mas nao se limitando a, épsilon-caprolactona, glicolideo
(incluindo acido glicdlico) e lactideo (incluindo acido lactico). Em outra
modalidade, o polimero de poliéster alifatico absorvivel é um
copolimero de épsilon-caprolactona e lactideo que tem uma razio
molar de cerca de 40/60. Em outra modalidade, o polimero de poliéster
alifatico absorvivel € um copolimero de épsilon-caprolactona e
glicolideo que tem uma razdo molar de cerca de 35/65.

[00022] O pdé de AZP pré-seco e o polimero de poliéster alifatico
absorvivel sdo pesados e misturados em estado fundido para formar
uma composi¢ao sob gas inerte seco com o uso de uma maquina de
mistura por fusdo convencional, tal como aquelas vendidas sob o
nome comercial BRABENDER (Hackensack, NJ, EUA). O AZP pode

Petica0 870200047388, de 15/04/2020, pég. 10/35
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ser adicionado ao polimero em uma quantidade suficientemente
eficaz, por exemplo, na quantidade de cerca de 0,5%, em peso, a
cerca de 20%, em peso, do peso total da composicdo. Em uma
modalidade, o AZP pode ser adicionado ao polimero na quantidade de
cerca de 2%, em peso, a cerca de 10%, em peso, do peso total da
composigdo. O p6 de AZP seco e o polimero de poliéster alifatico
absorvivel sao, entio, fornecidos como alimento em um misturador
preaquecido a uma temperatura ndo maior que 160°C e sédo
misturados em estado fundido durante cerca de 5 minutos a cerca 30
minutos sob gas inerte seco para formar uma composicdo de
polimero/AZP. Em uma modalidade, a mistura € misturada em estado
fundido durante cerca de 5 minutos a cerca de 15 minutos. Em ainda
outra modalidade, a mistura & misturada em estado fundido durante
cerca de 10 minutos.

[00023] A composicao de polimero/AZP pode, entdo, ser
adicionalmente processada na composicao de liberacdo controlada em
uma forma adequada ou pode ser granulada ou peletizada e
armazenada sob condi¢bes secas até que esteja pronta para o
processamento adicional na composicao de liberagao controlada em
uma forma adequada. As formas adequadas da composicdo de
liberagdo controlada sao dispositivos médicos incluindo, mas nao se
limitando a, fibras, hastes, roscas, grampos, ancoras de sutura, filmes
e similares. Embora nao sejam limitadas a isso, & particularmente
preferencial processar as composi¢cdes da presente invengdo em
componentes e dispositivos meédicos implantaveis, apesar de as
composi¢cdbes poderem, também, ser usadas para componentes e
dispositivos ndo implantaveis. Essas formas ou modalidades podem
ser preparadas através de meétodos de processamento por fusio
convencionais, incluindo extrusdo, modelagem por inje¢cdo ou atraves

de modelagem por compactacdo desde que a temperatura de
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processamento ndo seja maior que cerca de 160°C.

[00024] Em uma modalidade, um ou mais agentes bioativos podem,
opcionalmente, ser usados em combinagdo com as composicdes de
liberagdo controlada de AZP. Os agentes bioativos podem estar em ou
revestidos nas composicées de liberacdo controlada de AZP
preparadas conforme descritas no presente documento.

[00025] Os agentes bioativos adequados incluem, mas ndo se
limitam a, agentes que evitam infecgbes (por exemplo, agentes
microbicidas e antibidticos), agentes que reduzem inflamagdes (por
exemplo, agentes anti-inflamatdérios), agentes que evitam ou
minimizam a formacéo de adesdo, como celulose regenerada oxidada
(por exemplo, aqueles vendidos sob o0s nomes comerciais de
INTERCEED e SURGICEL, disponiveis junto a Ethicon, Inc.), e acido
hialurénico, e agentes que suprimem o sistema imunoldgico (por
exemplo, imunossupressores), fatores de crescimento heterélogo ou
autdlogo, proteinas (incluindo proteinas de matriz), peptideos,
anticorpos, enzimas, plaquetas, plasma rico em plaquetas,
glicoproteinas, hormdnios, citocinas, glicosaminoglicanos, acidos
nucléicos, analgésicos, virus, particulas virais e tipos de célula,
agentes quimiotaticos, antibidticos e analgésicos esteroidais e nao
esteroidais.

[00026] Um tecido viavel pode, também, ser combinado com as
composicdes de liberagdo controlada de AZP da presente invencao
para promover a regeneracao tecidual. A fonte pode variar e o tecido
pode ter uma variedade de configuragdes, entretanto, em uma
modalidade, o tecido esta, opcionalmente, sob a forma de fragmentos
de tecido finamente moidos, o que pode acentuar a eficacia do
recrescimento do tecido e estimular uma resposta de cura. Em outra
modalidade, o tecido viavel pode, opcionalmente, estar sob a forma de

uma fatia ou tira de tecido colhida de um tecido saudavel que contém
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células viaveis capazes de regenerar e/ou remodelar o tecido.

[00027] As composicdes de liberacdo controlada de AZP podem,
também, ser usadas em combinacdo com células para acentuar a
deposicado de colageno. Os tipos de células adequados incluem, mas
nao se limitam a, osteodcitos, osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos,
células-tronco, células pluripotentes, progenitoras condrécitas,
condrocitas, células endoteliais, células do corddao umbilical, células
estromais, células-tronco mesenquimais, células epiteliais, mioblastos,
tendcitos, fibroblastos de ligamento, neurdnios, células da medula
0ssea, sinoviécitos, células-tronco embrionarias; células precursoras
derivadas de tecido adiposo; células progenitoras de sangue periférico;
células-tronco isoladas de tecido adulto; células geneticamente
transformadas; uma combinagao de condrdcitos e outras células; uma
combinacao de osteodcitos e outras células; uma combinacdo de
sinovidcitos e outras células; uma combinacado de células da medula
O0ssea e outras células; uma combinagao de células mesenquimais e
outras células; uma combinacao de células estromais e outras células;
uma combinacao de células-tronco e outras células; uma combinacio
de células-tronco embrionarias e outras células; uma combinacédo de
células precursoras isoladas de tecido adulto e outras células; uma
combinagcdo de células progenitoras de sangue periférico e outras
células; uma combinacao de células isoladas de tecido adulto e outras
células; e uma combinacdo de células geneticamente transformadas e
outras células.

[00028] Um versado na técnica apreciara que a identidade do
agente bioativo pode ser determinada por um cirurgidao, profissional de
cuidados com a saude ou outro profissional de ciéncias biolégicas,
com base nos principios da ciéncia meédica e nos objetivos de
tratamento aplicaveis.

[00029] As composi¢cbes de liberacdo controlada de AZP da
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presente invencdo podem ser usadas nos procedimentos cirdrgicos
convencionais a seguir onde a sintese de colageno acentuada é
desejada, incluindo, mas ndo se limitando a, cirurgia abdominal, tal
como reparo da hérnia e reparo do chio pélvico; cura de ferimentos
dermais, reparo da cartilagem, reparo de o0ssos, reparo de ligamentos
e similares e equivalentes, e quaisquer dentre os novos procedimentos
que possam ser desenvolvidos sendo que a sintese de colageno
acentuada é desejada para um resultado médico aprimorado.

[00030] Os exemplos a seguir sdo ilustrativos dos principios e
praticas desta invencdo, embora nao sejam limitantes. Numerosas
modalidades adicionais no escopo e no espirito da invencéo ficarao
evidentes aos versados na técnica, uma vez que tenham o beneficio
desta descricao.

Exemplo 1: Avaliacdo da Condicdo de Secagem de AZP

[00031] A seguintes condicbes de secagem para um sal trissodico
do acido 2-fosfa-L-ascérbico (AZP), (>98% (HPLC), Fluka, lote n°:
1322473 52607420) foram testadas: 90°C/24 horas sob vacuo,
160°C/30 minutos sob um cobertor de nitrogénio seco, e 200°C/30
minutos sob cobertor de nitrogénio seco. Os periodos testados incluem
a estimativa do periodo de composi¢cdo e do periodo para a coleta de
amostras e resfriamento.

[00032] 6 frascos de vidro foram pré-secos em um forno a vacuo a
160°C durante 30 minutos e transferidos para uma caixa de luvas
purgada com gas nitrogénio seco. O p6é de AZP foi pesado em cada
frasco (ver Tabela 1) na caixa de luvas. Os frascos de p6 de AZP
foram, entdo, submetidos a condigdes de aquecimento conforme

mostrado na Tabela.
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Tabela

Frasco n°® Peso Primeiro Peso apds |Perda de peso| Segundo Peso apds | Perda de peso
Inicial | aquecimento primeiro | apos primeiro | aquecimento | segundo total apos
(mg) durante 24 |Jaquecimento| aquecimento |durante 30 minaquecimento segundo
horas (°C) / (N2 (mg) (%, em peso) | (°C)/ (Nz2ou (mg) aquecimento (%,
ou vac) vac) em peso)
1 (controle)| 399 RT/N2 395 1,00 RT/N2 398 0,25
2 169 RT/N2 167 1,18 160/No/ar 152 10,06
3 284 RT/N2 279 1,76 200/No/ar 261 8,10
4 272 90/Vac 250 8,09 RT/N2 260 4,41
5 224 90/Vac 207 7,59 160/No/ar 210 6,25
6 311 90/Vac 291 6,43 200/No/ar 290 6,75
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[00033] Os frascos de pé de AZP seco foram vedados com
Parafilme e armazenados sob um cobertor de nitrogénio seco até a
avaliagdo. A porcentagem (%) de perda de peso foi cumulativa ao
longo de ambas condigdes de aquecimento. As amostras sob RT/N2
foram armazenadas em caixa de nitrogénio. As amostras foram
avaliadas para a alteragao de cor durante o curso das condi¢cbes de
aquecimento. A alteracdo de cor é um indicador de degradagdo de
AZP. As amostras aquecidas por ndo mais que 30 minutos mantiveram
a cor branca original do p6 de AZP. As amostras aquecidas a um
tratamento de 90°C/24 horas mostraram uma cor amarela muito
suave, portanto, foi observado que o aquecimento durante longos
periodos mesmo em uma temperatura inferior causou certa
degradagdo do AZP. As amostras que foram submetidas a 2
tratamentos de calor mudaram para uma cor levemente amarela. A
amostra de numero 6 aquecida a 200°C teve a cor amarela mais
escura. Isso mostrou que a secagem € completa sob 90°C/vacuo/24
horas, visto que a secagem adicional em temperaturas mais elevadas
nao causou uma redugao no peso. A temperatura mais elevada e o
periodo mais curto poderiam ter os mesmos efeitos de secagem sobre
a perda de peso. A mudanga de peso minima da amostra de controle
mostrou que o processo de manuseio foi razoavel. Portanto, 160°C e
30 minutos foram selecionados como os limites superiores da
condicdo de secagem e de processamento.

[00034] O processo de secagem finalizado é conforme se segue: o
forno é preaquecido a 160°C sob cobertor de nitrogénio seco; um
frasco de 0,237 L (8-OZ.) e sua tampa foram secos por aquecimento a
160°C durante 30 minutos, foram transferidos para uma caixa de luva
purgada com nitrogénio seco e foram pesados; na caixa de luva, o
AZP foi pesado no frasco; o frasco com AZP foi colocado no forno

durante 30 minutos; o frasco foi agitado uma vez a cerca do ponto de
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15 minutos; o frasco com AZP foi tampado e vedado no forno com sua
tampa preaquecida; o frasco tampado com AZP foi removido do forno
e pesado. O peso de AZP e a porcentagem de perda de peso foram
calculados. O frasco com AZP foi armazenado sob atmosfera de
nitrogénio seco até estar pronto para o processamento.

Exemplo 2: Comparacdo da Formulacdo do Filme Fundido com

Solvente e Avaliacao

[00035] Em uma caixa de luva sob cobertor de nitrogénio seco, uma
quantidade de 32 miligramas de AZP que foi pré-seco a 160°C/30 min
conforme descrito no Exemplo 1, foi pesada em uma garrafa de 20 ml.
9,0 ml de CH2Cl> foram imediatamente adicionados a garrafa com o
uso de uma seringa e a garrafa foi tampada. A solugcédo de AZP foi
removida da caixa de luva e foi sonicada por 10 minutos. A solucao foi
devolvida a caixa de luva onde 0,6 grama de polimero PCL/PLA 40/60
(lote n° D99069, Birmingham Polymer, Inc.) foram, entdo, adicionados
a solucdo de AZP e essa foi tampada novamente. A mistura foi
removida da caixa de luva e agitada a temperatura ambiente até que o
polimero fosse completamente dissolvido. Um filme fundido com
solvente foi preparado através do pré-resfriamento das prateleiras de
um liofilizador VirTic (Modelo: AdVantage, MFR: VirTic) a 6°C. A
solugdo de AZP/polimero foi vertida em um molde de metal 5 cm x 5
cm revestido com Teflon, entdo, imediatamente transferida para a
prateleira pré-resfriada. A evaporacao lenta procedeu com cobertor de
nitrogénio a fim de evitar a condensacgao de agua. Apds o solvente ter
sido removido, o filme tendo uma espessura de cerca de 150 micra a
200 micra foi coletado e armazenado sob vacuo para o processo de
acompanhamento e/ou caracterizagao.

[00036] Discos de 8 mm foram perfurados a partir do filme fundido
com solvente usando perfuradores de bidpsia dermais. Um disco foi,

entdo, transferido em um frasco de HPLC. 2 ml de solugdo salina
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tamponada com fosfato (PBS) (pH = 7,4) foram adicionados em cada
frasco. Os frascos foram incubados em um banho-maria sob agitagcéo
aquecido a 37°C e 100 rpm. Em cada ponto de tempo, o meio de
liberagao foi removido e recolocado com 2 ml de PBS fresca. O AZP
no meio de liberacdo foi medido com o uso de HPLC. A HPLC foi
realizada com o uso de uma coluna Gemini (Phenomenex, Torrance,
CA, EUA) com um sistema de HPLC modelo 2695 (Waters, Milford,
MA, EUA) com um detector PDA. A absor¢cdo de UV a 238 nm foi
medida. Uma fase moével isocratica contendo 5 mM de KH2PO4, 6 mM
de H3PO4, 12 mM de sulfato de hidrogénio de tetrabutil aménio, 10%
de metanol, pH 2,5 foi usada. A taxa de fluxo foi 1 ml/min. Um AZP de
estoque padrao foi preparado através da dissolugdo de 5 mg de AZP
em agua em um frasco volumétrico de 10 ml e completamente
misturado. A solucdo de estoque foi diluida em 1:10 e 1:100 antes do
uso. O perfil de liberagao € mostrado na figura 1.

[00037] As formulagcbes da técnica anterior de sistemas de
liberagdo controlada de fosfato de acido ascoérbico com o uso de
evaporacgao de solvente sdo conhecidas como tendo sucesso limitado.
Como mostrado na figura 1, o fosfato de acido ascoérbico da técnica
anterior em filmes PCL/PLA 40/60 (mol/mol) preparados através da
evaporagado de solvente mostrou uma alta explosdo de até 40%, em
peso da quantidade total de AZP na composi¢cdo. A alta explosao
indesejavel é devido a natureza hidrofilica do AZP e a porosidade
criada no filme através da evaporacéao de solvente.

Exemplo 3: Preparacédo e Avaliacdo de Filme (PCL/PGA 25/75)/AZP

em uma Temperatura de Processamento de 200°C

[00038] As composigdes de polimero/AZP foram preparadas
conforme a seguir: Em uma caixa de luva purgada com nitrogénio
seco, uma composicdo de polimero/AZP de 2%, em peso foi

preparada pela pesagem de 30,4 gramas de polimero PCL/PGA 25/75
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(lote n° UAZCO020, Ethicon) e de 0,63 grama de AZP que foi pré-seco a
160°C/30 min como descrito no Exemplo 1, em um recipiente e juntos
foram misturados a seco. Enquanto isso, um misturador Brabender de
30 ml (modelo: R.E.E.6/2, C.W. Brabender Instruments, Hackensack,
NJ, EUA) foi preaquecido a 200°C. Um cobertor de nitrogénio seco foi
mantido. O misturador foi configurado em uma velocidade de 30 rpm.
A mistura de AZP/polimero foi rapidamente transferida da caixa de
luva para o misturador e o mesmo foi fechado. Permitiu-se que os
materiais fossem misturados durante cerca de 10 minutos. A mistura
foi interrompida e a composi¢do de polimero de AZP foi coletada. A
composicao foi armazenada sob vacuo até que estivesse pronta para
o processamento adicional na composicao de liberagcado controlada.
[00039] Os filmes foram preparados conforme a seguir: Os rolos de
impressdao de um instrumento de modelagem por compactagao
(Carver Laboratory Press, modelo: 2696) foram prequecidos a 205°C.
Cerca de 3,5 gramas da composi¢cao foram colocados sobre os rolos
de impressdo e pré-aquecidos durante 5 minutos. A pressao foi
aplicada (cerca de 88,96 kN (20.000 Ibs)) durante cerca de 2 minutos.
O aquecimento foi interrompido e permitiu-se que os rolos de
impresséao e o filme fossem resfriados a TA sob refrigeracdo a agua e
pressdo continuada. O filme estava intacto com uma espessura de
cerca de 150 micra a 200 micra, mas estava com a cor marrom
indicando degradacéo.

[00040] A recuperacdo de AZP foi determinada com o uso de um
ensaio de HPLC. Um filme de 121 mg foi transferido em um frasco
volumétrico de 50 ml. 10 ml de HFIP foram adicionados ao frasco, e
esse foi agitado. Apds a amostra ter sido completamente dissolvida, a
agua DI foi adicionada por gotejamento para encher o frasco até a
marca. A solugao foi filtrada através de um filtro de seringa de 0,2

micron antes da analise por HPLC. A HPLC foi realizada com o uso de
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uma coluna Gemini (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com um
sistema de HPLC modelo 2695 (Waters, Milford, MA, EUA) com um
detector PDA. A absorcao de UV a 238 nm foi medida. Uma fase
movel isocratica contendo 5 mM de KH2P0O4, 6 mM de H3PO4, 12 mM
de sulfato de hidrogénio de tetrabutil aménio, 10% de metanol, pH 2,5
foi usada. A taxa de fluxo foi 1 ml/min. Um AZP de estoque padréao foi
preparado através da dissolugdo de 5 mg de AZP em agua em um
frasco volumétrico de 10 ml e completamente misturado. A solucéo de
estoque foi diluida em 1:10 e 1:100 antes do uso. A taxa de
recuperacao de AZP foi inferior a 1%.

[00041] A temperatura de fusdo do fosfato de acido ascérbico foi
260°C. Um individuo pode supor que quaisquer polimeros que possam
ser processados termicamente em temperaturas inferiores a 260°C
poderiam ser usados para a composi¢cao de composicdes de liberacao
controlada com o uso de um processo de mistura em estado fundido.
Surpreendentemente, revelou-se que o processamento térmico de
uma combinacdo de AZP seco e polimero absorvivel a 200°C causou
quase a degradacao completa do AZP. Ao contrario, como mostrado
nos Exemplos 4 e 5, os filmes preparados em uma temperatura de
processamento ndo maior que cerca de 160°C mostraram um aumento
surpreendente na recuperacao de AZP dos filmes.

Exemplo 4: Preparacdo e Avaliacdo de Filme (PCL/PLA 40/60)/AZP

Preparado em uma Temperatura de Processamento de 160°C

[00042] As composigdes de polimero/AZP foram preparadas
conforme a seguir: em uma caixa de luva purgada com nitrogénio
seco, uma composicao de polimero/AZP de 2%, me peso foi
preparada pela pesagem de 30,4 gramas de polimero PCL/PLA 40/60
(lote n° UAZCO020, Ethicon, Inc, Somerville, NJ, EUA) e de 0,63 grama
de AZP que foi pré-seco a 160°C/30 min como descrito no Exemplo 1,

em um recipiente e juntamente misturados a seco. O AZP/polimero foi

Petica0 870200047388, de 15/04/2020, pég. 20/35



18/23

misturado sob um cobertor de nitrogénio seco. Um misturador
Brabender de 30 ml (modelo: R.E.E.6/2, C.W. Brabender Instruments
Hackensack, NJ, EUA) foi preaquecido a 160°C. Um cobertor de
nitrogénio seco foi mantido. O misturador foi configurado em uma
velocidade de 30 rpm. A mistura de AZP/polimero foi rapidamente
adicionada no misturador e o mesmo foi fechado. Permitiu-se que os
materiais fossem misturados durante cerca de 10 minutos. A mistura
foi interrompida e a composi¢do de polimero de AZP foi coletada. A
composicao foi armazenada sob vacuo até que estivesse pronta para
o processamento adicional na composi¢cao de liberagdo controlada
desejada. Esse processo foi repetido para preparar composi¢cdes de
polimero/AZP de 5%, em peso, € 10%, em peso.

[00043] Os filmes foram preparados com o uso de composicdes de
polimero/AZP de 2%, em peso, 5%, em peso e 10%, em peso
conforme a seguir. Os rolos de impressdo de um instrumento de
modelagem por compactacéo (Carver Laboratory Press, modelo: 2696,
Wabash, IN, EUA) foram pré-aquecidos a 160°C. Cerca de 3,5 gramas
da composicao foram colocados sobre os rolos de impressao e pré-
aquecidos durante 5 minutos. A pressao foi aplicada (cerca de 88,96
KN (20.000 Ibs)) durante cerca de 2 minutos. O aquecimento foi
interrompido e permitiu-se que os rolos de impresséao e o filme fossem
resfriados com o uso de refrigeracdo a agua em TA sob a pressao. O
filme foi coletado com uma espessura de 150 micra a 200 micra e
armazenado sob nitrogénio seco até que estivesse pronto para a
realizagcao de testes.

[00044] Um pedago do filme foi cortado em secgao transversal,
montado sobre um pino microscopio e revestido com uma camada fina
de ouro com o uso de um dispositivo de aplicagao de revestimento por
pulverizagcdo EMS 550 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
EUA). A analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
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realizada com o uso da microscopia eletronica de varredura (MEV)
JSM-5900LV da JEOL (JEOL, Toéquio, Japao). A superficies e areas
em secdo transversal foram examinadas para cada amostra. As
imagens obtidas por microscopia eletrobnica de varredura (MEV)
mostraram que as particulas de AZP estdo integradas e
uniformemente distribuidas no filme. Ver uma micrografia (MEV)
exemplificadora na figura 2.

[00045] A recuperacao de AZP foi determinada com o uso de um
ensaio de HPLC. A recuperacao de AZP foi determinada com o uso de
um ensaio de HPLC. Uma amostra de 27 mg foi transferida para um
frasco volumétrico de 50 ml. 10 ml de dioxano foram adicionados ao
frasco e agitados com aquecimento suave de 30 a 50°C. Apds a
amostra ter sido completamente dissolvida, a agua DI foi adicionada
por gotejamento em 50 ml para encher o frasco até a marca. As
solugdes foram filtradas através de um filtro de seringa de 0,2 micron
antes da analise por HPLC. A HPLC foi realizada com o uso de uma
coluna Gemini (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com um sistema de
HPLC modelo 2695 (Waters, Milford, MA, EUA) com um detector PDA.
A absorcdo de UV a 238 nm foi medida. Uma fase movel isocratica
contendo 5 mM de KH2PO4, 6 mM de H3PO4, 12 mM de sulfato de
hidrogénio de tetrabutil amonio, 10% de metanol, pH 2,5 foi usada. A
taxa de fluxo foi 1 ml/min. Um AZP de estoque padrao foi preparado
através da dissolucdo de 5 mg de AZP em agua em um frasco
volumétrico de 10 ml e completamente misturado. A solugdo de
estoque foi diluida em 1:10 e 1:100 antes do uso. O AZP seco tratado
da mesma maneira que o filme foi usado como um controle. A
recuperagao de AZP de um filme carregado com AZP a 10%, em peso,
foi de cerca de 84%, em peso. A recuperacao de AZP de um filme
carregado com AZP a 5%, em peso, foi medida com o uso do mesmo

meétodo. A recuperacao foi de 78%.
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[00046] A liberacdo de AZP a partir dos filmes de AZP/polimero foi
determinada por meio do seguinte método: discos de 10 mm foram
perfurados a partir dos filmes com o uso de perfuradores de bidpsia
dermais. Um disco foi, entdo, transferido em um frasco de HPLC. 1,5
ml de solugédo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH = 7,4) foram
adicionados em cada frasco. Os frascos foram incubados em um
banho-maria sob agitacdo aquecido a 37°C e 100 rpm. Em cada ponto
de tempo, o meio de liberagao foi removido e recolocado com 2 ml de
PBS fresca. O AZP no meio de liberacdo foi medido com o uso de
HPLC. A HPLC foi realizada com o uso de uma coluna Gemini
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com um sistema de HPLC modelo
2695 (Waters, Milford, MA, EUA) com um detector PDA. A absorgéo
de UV a 238 nm foi medida. Uma fase mével isocratica contendo 5 mM
de KH2PO4, 6 mM de H3PO4, 12 mM de sulfato de hidrogénio de
tetrabutil amonio, 10% de metanol, pH 2,5 foi usada. A taxa de fluxo foi
1 mi/min. Um AZP de estoque padrdo foi preparado através da
dissolugdo de 5 mg de AZP em agua em um frasco volumétrico de 10
ml e completamente misturado. A solucdo de estoque foi diluida em
1:10 e 1:100 antes do uso. O perfil de liberacdo é mostrado na figura
3.

Exemplo 5: Preparacdo de Filmes (PCL/PGA 35/65)/AZP em uma

Temperatura de Processamento de 130°C

[00047] As composi¢cdes de polimero/AZP foram preparadas
conforme a seguir: em uma caixa de luva purgada com nitrogénio
seco, uma composicao de polimero/AZP de 2%, em peso foi
preparada pela pesagem de 30,4 gramas de polimero PCL/PGA 35/65
(lote Nn°UAZC020, Ethicon) e de 0,63 grama de AZP que foi pré-seco a
160°C/30 min como descrito no Exemplo 1, em um recipiente e juntos
sdo misturados a seco. Enquanto isso, um misturador Brabender de 30

ml (modelo: R.E.E.6/2, C.W. Brabender Instruments) foi preaquecido a
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130°C. Um cobertor de nitrogénio seco foi mantido. O misturador foi
configurado em uma velocidade de 30 rpm. A mistura de AZP/polimero
foi rapidamente transferida da caixa de luva para o misturador e o
mesmo foi fechado. Permitiu-se que os materiais fossem misturados
durante cerca de 10 minutos. A mistura foi interrompida e a
composicdo de polimero de AZP foi coletada. A composicido foi
armazenada sob vacuo até que estivesse pronta para o
processamento adicional na composic¢ao de liberagao controlada. Esse
processo foi repetido para preparar composicdoes de polimero/AZP de
5%, em peso, € 10%, em peso.

[00048] Os filmes foram preparados com o uso de composicdes de
polimero/AZP de 2%, em peso, 5%, em peso e 10%, em peso
conforme a seguir. Os rolos de impressdo de um instrumento de
modelagem por compactacao (Carver Laboratory Press, Modelo: 2696
Wabash, IN, EUA) foram preaquecidos a 130°C. Cerca de 3,5 gramas
da composicdo foram colocados sobre os rolos de impressao e
preaquecidos durante 5 minutos. A pressédo foi aplicada (cerca de
88,96 kN (20.000 Ibs)) durante cerca de 2 minutos. O aquecimento foi
interrompido e permitiu-se que os rolos de impressao e o filme fossem
resfriados com o uso de refrigeracdo a agua em RT sob a pressao. O
filme foi coletado com uma espessura de 150 a 200 micra e
armazenado sob condi¢gdes de nitrogénio seco até que estivesse
pronto para a realizagao de testes.

[00049] A recuperacdao de AZP foi determinada com o uso de um
ensaio de HPLC. Um filme de 50 mg foi transferido em frasco
volumétrico de 50 ml. 10 ml de dioxano foram adicionados ao frasco e
esse foi agitado com aquecimento suave de 30 a 50°C. Apoés a
amostra ter sido completamente dissolvida, a agua DI foi adicionada
por gotejamento para encher o frasco até a marca. As solugdes foram

filtradas através de um filtro de seringa de 0,2 micron antes da analise
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por HPLC. A HPLC foi realizada com o uso de uma coluna Gemini
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com um sistema de HPLC Modelo
2695 (Waters, Milford, MA, EUA) com um detector PDA. A absorgéo
de UV a 238 nm foi medida. Uma fase movel isocratica contendo 5 mM
de KH2PO4, 6 mM de H3PO4, 12 mM de hidrogenossulfato de
tetrabutil amonio, 10% de metanol, pH 2,5 foi usada. A taxa de fluxo foi
1 ml/min. Um AZP estoque padréao foi preparado através da dissolugcao
de 5 mg de AZP em agua em um frasco volumétrico de 10 ml e
completamente misturado. A solucdo estoque foi diluida em 1:10 e
1:100 antes do uso. O AZP seco tratado da mesma maneira que o
filme foi usado como um controle. A recuperacao de AZP a partir de
filmes carregados com AZP a 5%, em peso foi de cerca de 92%. A
liberagcao de AZP dos filmes de AZP/polimero foi determinada por meio
do seguinte método: discos de 10 mm foram perfurados a partir dos
filmes com o uso de perfuradores de bidépsia dermais. Um disco foi,
entdo, transferido em um frasco de HPLC. 1,5 ml de solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS) (pH = 7,4) foram adicionados em cada
frasco. Os frascos foram incubados em um banho-maria sob agitacao
aquecido a 37°C e 100 rpm. Em cada ponto de tempo, o meio de
liberagao foi removido e recolocado com 2 ml de PBS fresca. O AZP
no meio de liberacdo foi medido com o uso de HPLC. A HPLC foi
realizada com o uso de uma coluna Gemini (Phenomenex, Torrance,
CA, EUA) com um sistema de HPLC modelo 2695 (Waters, Milford,
MA, EUA) com um detector PDA. A absorgdao de UV a 238 nm foi
medida. Uma fase moével isocratica contendo 5 mM de KH2P0O4, 6 mM
de H3PO4, 12 mM de sulfato de hidrogénio de tetrabutil aménio, 10%
de metanol, pH 2,5 foi usada. A taxa de fluxo foi 1 ml/min. Um AZP de
estoque padrao foi preparado através da dissolugédo de 5 mg de AZP
em agua em um frasco volumétrico de 10 ml e completamente

misturado. A solugédo de estoque foi diluida em 1:10 e 1:100 antes do
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uso. O perfil de liberagdo € mostrado na figura 4.

[00050] O método de fabricacdo de composicdes de AZP da
presente invengdo e as composicdes inovadoras fabricadas por esse
método tém inumeras vantagens. As vantagens incluem um perfil de
liberagdo mais desejavel de AZP com baixa liberagdo imediata inferior
a 20%, em peso seguida de uma liberagdo sustentada. A liberagao
sustentada ocorre em um periodo de 1 semana ou mais. Em uma
modalidade, a liberagcao sustentada é de cerca de 3 semanas ou mais.
Outra vantagem é a adequacgao para a produgdo de varios formatos
geométricos de dispositivos e propriedades mecanicas melhores do
que os métodos de evaporacio de solvente e a disponibilidade de uma
ampla selecdo de material incluindo materiais soluveis e insoluveis em
solventes que podem ser wusados com seguranga para o
processamento.

[00051] Embora esta invencido tenha sido mostrada e descrita em
relacdo as modalidades detalhadas da mesma, os versados na técnica
compreenderao que varias alteragcdes na forma e detalhe da mesma
podem ser feitas sem que se desvie do espirito e escopo da invengao

reivindicada.
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REIVINDICAGOES

1. Método de producdo de uma composicao de liberacao
controlada de fosfato de acido ascoérbico, caracterizado pelo fato de
que compreende as etapas de:

secar o fosfato de acido ascérbico a uma temperatura até
160°C durante 30 min; e,

em seguida, misturar o fosfato de acido ascorbico com um
polimero de poliéster alifatico absorvivel a uma temperatura até 160°C
para formar uma mistura de fosfato de acido ascorbico e polimero
fundidos,

em que o polimero de poliéster alifatico absorvivel é um
homopolimero ou copolimero preparado a partir de mondémeros
selecionados do grupo consistindo em lactideo, glicolideo e épsilon-
caprolactona,

em que o polimero absorvivel e o fosfato de &acido
ascorbico fundidos sdo misturados durante 5 minutos a 30 minutos.

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende a etapa adicional de processamento do
acido ascérbico e composig¢ao de polimero em uma forma desejada a
uma temperatura até 160°C.

3. Método, de acordo com a reivindicacido 1, caracterizado
pelo fato de que a composicdo compreende acido ascorbico na
quantidade de 0,5%, em peso a 20%, em peso da composig¢ao.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que a composicdo compreende acido ascoérbico na
quantidade de 2%, em peso a 10%, em peso da composig¢ao.

5. Método, de acordo com a reivindicacado 1, caracterizado
pelo fato de que o polimero de poliéster alifatico absorvivel é um
copolimero preparado a partir de épsilon-caprolactona e glicolideo.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
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pelo fato de que a composicdo é transformada em um dispositivo
médico selecionado do grupo consistindo em fibras, hastes, roscas,
grampos, ancoras de suturas, filmes e combinag¢des dos mesmos.

7. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de combinar a
composigao com um agente bioativo.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de combinar a
composicdo com tecido viavel.

9. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de combinar a
composicdo com células.

10. Composigao de liberagdo controlada, caracterizada pelo
fato de que compreende:

uma composicao de liberagcdo controlada de fosfato de
acido ascorbico fabricada pelo método como definido em qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 9.

11. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizada pelo fato de que compreende fosfato de acido ascorbico
na quantidade de 0,5%, em peso a 20%, em peso.

12. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizada pelo fato de que compreende fosfato de acido ascérbico
na quantidade de 2%, em peso a 10%, em peso.

13. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizada pelo fato de que compreende polimero de poliéster
alifatico absorvivel que é um homopolimero ou copolimero preparado
a partir de monémeros selecionados do grupo consistindo em lactideo,
glicolideo e épsilon-caprolactona.

14. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizada pelo fato de que compreende o polimero de poliéster
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alifatico absorvivel que € um copolimero preparado a partir de épsilon-
caprolactona e glicolideo.

15. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 10 a 14, caracterizada pelo fato de que a composicao é
transformada em um dispositivo médico selecionado do grupo
consistindo em fibras, hastes, roscas, grampos, ancoras de suturas,
filmes e combinag¢des dos mesmos.

16. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizada pelo fato de que a composicdo compreende
adicionalmente um agente bioativo.

17. Composi¢cdo, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizada pelo fato de que a composicdo compreende
adicionalmente um tecido viavel.

18. Dispositivo médico, caracterizado pelo fato de que
compreende:

uma composicao de liberagcdo controlada de fosfato de
acido ascorbico fabricada pelo método como definido em qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 9.

Peticé0 870200088315, de 16/07/2020, pég. 6/11



% de Liberacéo

1/4

FIG. 1

Liberagéo Controlada de AZP a partir de
Filme PCLA 40/60
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FIG. 2
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FIG. 3

Liberacdo de AZP a partir de Filmes PCL/PLA
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FIG. 4

Liberagdo de AZP a partir de Filmes PCL/PLA
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