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RESUMO

"COMPOSIGOES DE QUITOSANO/SAL DE GLUCOSAMINA

TERMOGELIFICANTES DUPLAS ALTAMENTE BIOCOMPATIVEIS"

A presente descricdo refere-se a uma solucdo de
quitosano neutralizada com uma solucdo tampdo de carbonato
de amino-acutcar ou solucdo tampdo de fosfato de amino-
actcar ou solucdo tampdo de amino-acucar fosforilado. A
composicdo de quitosano termogelificante resultante &
altamente biocompativel, isotdénica e tem aptiddo para se
tornar rapidamente em gel por agquecimento a temperatura
corporal. E proporcionada uma nova composicdo a base de
quitosano adequada para a administracdo de féarmacos,
administracdo de células e reparacdo ou regeneracdo de

tecidos e 6rgdos, bem como outros tratamentos clinicos.
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DESCRICAO

"COMPOSIGOES DE QUITOSANO/SAL DE GLUCOSAMINA

TERMOGELIFICANTES DUPLAS ALTAMENTE BIOCOMPATIVEIS"

CAMPO TECNICO

A presente descricdo refere-se uma solucdo de
quitosano neutralizada com solucdo tampdo de carbonato de
amino-acucar, solucdo tampdo de fosfato de amino-actcar ou

uma solucdo tampdo de amino-acucar fosforilado.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Os hidrogeles estdo continuamente a ganhar cada
vez mais atencéao como biomateriais para aplicacdes
biomédicas, como engenharia de tecidos e administracéio
terapéutica. Além disso, hidrogeles que se formam in situ
ou 0s que apresentam a aptidédo especifica de aumentar a sua
viscosidade com a temperatura, também chamados
termossensiveis, sdo preferidos em relacdo a hidrogeles
pré-formados, uma vez que as células e 0s compostos
biocactivos, como farmacos, podem ser facilmente misturados
com as solucgdes de precursor antes da gelificacdo para dar
geles carregados homogeneamente. Além disso, a gelificacéo

in situ facilita a aplicacdo e permite cirurgia minimamente
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invasiva e o preenchimento adequado de cavidades de lesbes

com formas complexas.

O quitosano ¢ um amino polissacarido obtido por
N-desacetilacdo alcalina parcial a substancial da quitina,
também chamada poli(N-acetil-D-glucosamina), que ¢é um
biopolimero de ocorréncia natural encontrado no exo-
esqueleto de crustéaceos, como cascas de camardo, caranguejo
e lagosta. O guitosano contém grupos amina livres (-NHz) e
pode ser caracterizado pela proporcdo de unidades de N-
acetil-D-glucosamina e unidades de D-glucosamina, dque &
expressa como O grau de desacetilacdo (DDA) do polimero
quitina totalmente acetilado. As propriedades do gquitosano,
como a solubilidade e a viscosidade, sdo influenciadas pelo
grau de desacetilacdo (DDA), que representa a percentagem

de mondémeros desacetilados, e o peso molecular (Mw).

O quitosano foi proposto em varias formulacdes,
por si sb6 e com outros componentes, para estimular a
reparacdo de tecidos dérmicos, corneanos e rigidos em

o]

varios relatdérios (patentes U.S. n®°s 4572906; 4956350,
5894070; 5902798; 6124273; e WO 98/22114). As propriedades
do qguitosano que sdo mais vulgarmente citadas como
vantajosas para o processo de reparacdo de feridas sdo a
sua biodegradabilidade, adesividade, prevencao da
desidratacdo e como uma barreira a invasdo bacteriana. O
potencial hemostédtico interessante do quitosano também

levou a sua aplicacdo directa para reduzir a hemorragia em

enxertos e sitios de feridas (patente U.S. 4532134). Alguns
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estudos reivindicam gque a actividade Themostética do
quitosano provém unicamente da sua aptiddo para aglutinar
glébulos vermelhos do sangue, enquanto outros acreditam que
0 seu caracter de amina policatibénica pode activar as
plaquetas para libertar trombina e iniciar a cascata de
coagulacédo cléassica conduzindo assim a sua utilizacdo como
um hemostédtico em associacdo com fibrinogénio e plaquetas

autdlogas purificadas (patente U.S. 5773033).

Uma dificuldade técnica que o) quitosano
frequentemente apresenta é uma baixa solubilidade ao pH e
forca idnica fisioldgicos, limitando assim a sua utilizacédo
num estado de solucdo. Assim, tipicamente, a dissolucdo do
quitosano ¢é conseguida através da protonacdo de grupos
amina em solucdes aquosas adcidas tendo um pH na gama de 3,0
a 5,6. Essas solucdes de quitosano permanecem soltUveis até
um pH préximo de 6,2 em que a neutralizacdo dos grupos
amina reduz a repulsdo electrostédtica intercadeias e
permite que forcas de atraccdo de ligacdo de hidrogénio,
interac¢des hidrdéfobas e de van der Waals causem a
precipitacdo do polimero a um pH prdéximo de 6,3 a 6,4. A
mistura intima de um sal dibésico de fosfato de poliol
(i.e. fosfato de glicerol) com uma solucdo agquosa de
quitosano pode aumentar o pH da solucéo, evitando
simultaneamente a precipitacdo. Na presenca destes sais
especificos, as solucdes de quitosano de concentracéo
substancial (0,5-3%) e alto peso molecular (> varias
centenas de kDa) permanecem liquidas, a temperatura baixa

ou a temperatura ambiente, durante um periodo de tempo
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longo com um pH numa regido neutra fisiologicamente
aceitdvel entre 6,8 e 7,2. Este aspecto facilita a mistura
do quitosano com células de uma forma gue mantém a sua
viabilidade. Uma propriedade adicional importante ¢é& que
essas solucdes aquosas de quitosano/fosfato de poliol
(C/PP) solidificam ou gelificam quando aquecidas a uma
temperatura apropriada que permite que as solucdes de
mistura de quitosano/células sejam injectadas em sitios do
corpo em que por exemplo néddulos de cartilagem podem ser

formados em espacos subcutidneos.

0 quitosano é assim reconhecido como um
biopolimero biodegradéavel, biocompativel, antibacteriano e
hemostético que ¢é capaz de promover a cicatrizacdo de
feridas, a absorcdo de féarmacos e a reconstrucdo de
tecidos. Devido as propriedades intrinsecas mencionadas
acima, o quitosano também tem sido amplamente explorado em
numerosas aplicacdes cosméticas e farmacéuticas. Portanto,
considerando o grande potencial do quitosano, existe uma
necessidade continua de melhorar as ©propriedades de
hidrogeles de quitosano termossensiveis conhecidos que
ainda sdo considerados como muito promissores para uma gama

mais ampla de aplicacdes biomédicas.

A patente U.S. N° 6344488 descreve uma composicédo
de quitosano dependente do pH controlada pela temperatura
preparada por neutralizacdo de um quitosano comercial tendo
um grau de desacetilacdo de 70 a 95% com sais dibéasicos

mono-fosfato de polidis ou acucares, polidis fosforilados
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ou acuUcares fosforilados, exemplificados em particular com
R-glicerofosfato (R-GP) . Devido as suas propriedades
tnicas, o0 sistema de quitosano-GP termogelificante tem
despertado interesse biomédico significativo. No entanto,
era necessédria concentracdo alta de [B-GP, particularmente
para quitosano tendo DDA entre 70 e 85%, de modo a se obter
uma gelificacdo répida a temperatura corporal e evitar a
eliminacdo répida do hidrogel apds a sua administracédo
(Chenite et al., 2000, Biomateriais, 21:2155-2161; e
Chenite et al., 2001, Carbohydrate Polymers, 46:39-47).
Isto resultou em osmolaridade muito alta, mais do que o
dobro da do fluido fisioldégico extracelular (Crompton et
al., 2007, Biomaterials, 28:441-449; e Hoemann et al.,
2005, Osteocarthritis Cartilage, 13:318-329). Idealmente, o
hidrogel deve ser isotdénico com o fluido extracelular; e a
sua osmolaridade deve ser em torno de 300 mOsm. A
osmolaridade ¢ um factor muito importante que regula a
biocompatibilidade do hidrogel com células in vitro ou 1in

vivo.

Além disso, numa tentativa de melhorar as
propriedades de gelificacdo do sistema de gquitosano-GP,
particularmente para composicdes isotdnicas, a publicacédo
do pedido de patente US N° 2009/0202430 propds a adicdo de
glioxal como agente reticulante quimico. Noutra descricgéo,
uma composicdo especifica do sistema de quitosano-GP foi
combinada com sangue na tentativa de melhorar e estabilizar
a formacdo de codgulos de sangue (patente U.S. N° 7148209 e

publicacdo do pedido de patente U.S. N° 2010/0178355).
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Os pedidos de patente U.S. N°s 2009/0270514 e
2010/0113618 descreveram a preparacdo de solucdes de
quitosano termogelificantes por utilizacdo, em vez de [B-GP,
de solucédo de (NHz) oHPOg4 ou de solucédo de NaOH,
respectivamente. No entanto, a utilizacdo de sais fosfato
de ambénio ou todos os sais derivados de bases orgénicas
como descrito no pedido de patente U.S. N° 2009/0270514
pode ser prejudicial ou 1lesivo para células e tecidos
vivos, mesmo se estiverem numa concentracdo que normalmente
conduz a solucdes de quitosano termogelificantes
isoténicas. O pedido de patente U.S. N° 2010/0113618 foi
restringido a quitosano reacetilado tendo um grau de
desacetilacdo (DDA) variando de 30 a 60%. Além disso, a
solucdo de NaOH é adicionada previamente alta concentracédo
de 1,3-propanodiol, um reagente orgdnico gque pode ser
potencialmente tdéxico para células e tecidos vivos. Apesar
do ligeiro melhoramento proporcionado pela utilizacdo de
polioses ou polidis em vez de 1,3-propanodiol, como
descrito no pedido de patente U.S. N° 2009/0004230, o
problema de toxicidade ficou por resolver, pelo que o
sistema ndo ser pode ser uma matriz adequada para células,
proteinas sensiveis ou tecidos vivos. Finalmente, o
W002/00272 A2 mostra que a glucosamina pode ser adicionada
a GP de modo a se obter uma composicdo de quitosano

isotbénica termogelificante com um pH de 6,8 como desejado.

Também ¢é bem conhecido gque uma solucdo de sal

bicarbonato como NaHCOsz, uma base fraca, pode ser utilizada
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para aumentar o pH da solucdo de quitosano na vizinhanca de
6,5 sem causar qualquer ©precipitacdo, mas a solucédo
resultante ¢é incapaz de se transformar em hidrogel
homogéneo na gama de temperaturas entre 0 e 50°C. De facto,
pode ser observada uma pseudo-gelificacdo, gque ocorre na
superficie da solucdo causada pela libertacdo de COz, como
descrito num estudo recente (Liu et al., 2011, Int. J.
Pharm., 414:6-15). Nesse caso, para atingir a gelificacéo
de toda a amostra, é necessario perturbar a solucdo e levar
a solucdo ndo gelificada a superficie desde o fundo da

amostra. Isto leva a um hidrogel ndo homogéneo.

Assim, h& ainda necessidade de dispor de um

quitosano termogelificante melhorado.

SUMARIO

De acordo com a presente descricido ¢ agora
proporcionada uma composicdo termogelificante biocompativel
compreendendo quitosano e uma solucdo tampdo como definido

nas reivindicacodes.

Numa forma de realizacdo, a composicdo é liquida
a um pH entre 6,5 e 7,6 e a uma temperatura entre cerca de
15°C e cerca de 22°C, e forma um gel quando aquecida até

uma gama de temperaturas entre cerca de 25 e cerca de 60°C.

A composicdo aqui descrita também pode formar
geles quando arrefecida até uma temperatura entre cerca de

8°C e cerca de 1°C, uma temperatura de cerca de 4°C.
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E  também aqui proporcionado um método de
preparacdo de uma composicdo de guitosano termogelificante,
compreendendo o0s passos de dissolucdo de gquitosano numa
solucdo 4acida para se obter uma solucdo aquosa de
quitosano; e de mistura intima de uma solugdo tampdo com a
solucdo aquosa de quitosano, para se obter a composicdo de

quitosano termogelificante como aqui descrito.

Numa forma de realizacdo, a temperatura é mantida
entre 15°C e 22°C (gama da temperatura ambiente) durante a

preparacao.

De acordo com a presente descricdo, ¢ também
proporcionado um método para administracdo de um material
ou composto a um individuo dele necessitado, compreendendo
08 passos de mistura intima da composicdo termogelificante
aqui descrita com o material ou composto; e administracéo
da composicdo em mistura com o material e/ou composto ao

individuo.

Também ¢é proporcionado um método de tratamento,
reparacdo, regeneracdo, reconstituicdo ou substituicdo de
um tecido ou 6rgdo no seio do corpo de um mamifero ou ser
humano, compreendendo o passo de administrar a composicdo

aqui descrita.

Também & proporcionada a utilizacdo da composicgédo

aqui descrita para o tratamento, reparacdo, regeneracio,
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reconstituicdo ou substituicdo de um tecido ou o&érgdo no

seio do corpo de um mamifero ou ser humano.

A solucdo tampdo é uma solucdo de carbonato de
amino-acucar, uma solucdo de fosfato de amino-aclicar ou uma

solucdo de amino-actucar fosforilado.

Noutra forma de realizacdo, a solucdo tampdo é
uma solucdo de carbonato de glucosamina, uma solucdo de
fosfato de glucosamina ou uma solucdo de glucosamina-6-

fosfato.

A composicdo termogelificante agqui descrita pode

ter um pH entre 6,7 e 7,2.

Noutra forma de realizacdo, a composicdo termo-
gelificante estd num estado ligquido a uma temperatura entre

15°C e 22°C.

Noutra forma de realizacéo, a composicéao
termogelificante transforma-se em gel gquando aquecida até
uma temperatura de 37°C ou arrefecida até uma temperatura

de cerca de 4°C.

A concentracido de quitosano pode variar de 0,1% a
5,0 ou de 1,0% a <cerca de 3,0%; a concentracdo de
carbonato de glucosamina, fosfato de glucosamina ou

glucosamina-6-fosfato pode variar desde 0,002 M a 0,100 M.
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Numa forma de realizacdo preferida, a proporcgédo
de quitosano para carbonato de glucosamina, de guitosano
para fosfato de glucosamina e/ou a proporcdo de guitosano
para glucosamina-6-fosfato estd aproximadamente entre 1 e
3. Existe uma relacdo directa entre esta proporcdo e o pH
da composicdo termogelificante e as temperaturas de

gelificacé&o.

Noutra forma de realizacdo, o quitosano tem um
grau de desacetilacdo (DDA) na gama entre 70% e 100% e um
peso molecular (Mw) na gama de 50 kDa a 1000 kDa; preferen-
cialmente um DDA de 80% a 99%, e um Mw de 200 kDa a 500

kDa.

Noutra forma de realizacdo, a composicdo termo-
gelificante pode ainda compreender pelo menos um material
ou composto, como por exemplo, mas ndo limitado a células,
células estaminais, péptidos, factores de crescimento, san-
gue humano, plasma rico em plaquetas, nucleotidos, farmacos

e/ou agentes de imagiologia.

Noutra forma de realizacdo, a osmolaridade da
referida composicdo estd entre 270 mOsmol/kg e 340

mOsmol/kg.

Noutra forma de —realizacéo, a composicado é
injectada num defeito do tecido num doente, depois

gelificada no defeito do tecido.
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Numa forma de realizacéo alternativa, a
composicdo ¢é pré-gelificada antes de ser injectada num

defeito de tecido num doente.

Noutra forma de realizacdo, a composicdo ¢ admi-
nistrada de modo a tratar, reparar, regenerar, reconstituir
ou substituir, total ou parcialmente, um tecido ou o6érgédo

dentro do corpo de um mamifero ou ser humano.

Noutra forma de realizacdo, a composicdo é injec-
tada intra-articularmente para tratar ou melhorar funcdes
articulares corporais, ou para reparar defeitos de

cartilagem.

Noutra forma de realizacdo, o material ou com-
posto é particulas de fosfato de cédlcio numa concentracédo

compreendendo entre 1,0% e 40,05%.

As particulas de fosfato de célcio podem ser
fosfato de cédlcio biféasicos, fosfatos tetra-céalcicos, fos-
fatos tri-célcicos, hidroxiapatite, fosfatos di-calcicos,
fosfatos mono-calcicos, fosfatos de cédlcio amorfos, fosfato
octa-célcico, fosfato de cédlcio fluorado, fosfato de céalcio

estronciado ou uma sua mistura.

Particularmente, as particulas de fosfato de

cdlcio bifédsico tém tamanhos de 50 a 1000 micrometros.
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Mais particularmente, os fosfatos de <célcio
bifédsicos compreendem de 20% a 85% de fosfato tri-célcico e

de 80% a 15% de hidroxiapatite.

Noutra forma de —realizacéo, a composicado ¢é

injectada e administrada como um gel homogéneo.

Particularmente, o gel homogéneo tem um tempo de
estabilizacdo de 1 minuto a 30 minutos, e transforma-se

numa estrutura sélida compdsita.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

Tendo assim descrito genericamente a natureza da

invencdo, vali agora feita referéncia aos desenhos anexos.

A Fig. 1 ilustra a evolucdo do mbédulo eléastico e
do médulo viscoso com a temperatura de uma composicéo
termogelificante tendo um valor de pH de cerca de 6,7 (DAA

Q

do quitosano = 98%) como aqui descrito.

A Fig. 2 mostra uma composicdo termogelificante
como aqui descrito que sofre termogelificacdo dupla. Esta
imagem tipica ilustra a termogelificacdo dupla obtida para
solucdo de quitosano (DDA = 80% ou 98%) neutralizada com
solucdo tampdo de carbonato glucosamina ou com solucédo

tampdo de fosfato de glucosamina.
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DESCRICAO PORMENORIZADA

E proporcionada uma solucdo aquosa de quitosano
neutralizada com solucdo tampdo de carbonato de amino-
acucar, com solucdo tampdo de fosfato de amino-actcar ou
com solucédo tamp&do de amino-acucar fosforilado. A
composicdo de quitosano termogelificante resultante é
altamente biocompativel, isotdénica e tem a aptidédo para se
transformar rapidamente em gel por aquecimento a tempera-
tura corporal. Numa forma de realizacdo preferida, a solu-
cdo de quitosano é neutralizada com uma solucdo tampdo de
carbonato de amino-acticar, com uma solucdo tampdo de
fosfato de glucosamina ou com  uma solucéo tampdo

glucosamina-6-fosfato dibéasico.

A presente descricdo descreve a preparacdo de
hidrogeles de gquitosano termogelificantes neutralizados com
uma solucdo tampdo de carbonato de glucosamina, fosfato de
glucosamina e/ou glucosamina-6-fosfato. O carbonato de
glucosamina e os fosfatos de glucosamina sdo sais em que O
catido nédo é outro sené&o a glucosamina carregada
positivamente, que ¢é a unidade de repeticdo no proéprio
quitosano. A glucosamina ou o glucosamina-6-fosfato sé&o
abundantemente encontrados no tecido e articulacdes
humanos, e melhoram a biocompatibilidade e bioactividade

das solucdes de quitosano termogelificantes.

As solucgdes de guitosano termogelificantes aqui

descritas sd@o neutros e altamente biocompativeis e podem
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ser utilizadas numa grande variedade de aplicacdes
biomédicas como hidrogeles injectédveis para administracéo
controlada e prolongada de féarmacos, proteinas e factores
de crescimento, agentes de enchimento injectéveis, com-
pbdsitos injectéveis, como adesivo de tecidos e materiais
para tratamento de feridas e como estruturas para

aplicacdes de engenharia de tecidos.

Descreve-se aqui a preparacdo de uma solucdo de
quitosano, tendo um pH fisioldgico, capaz de sofrer termo-
gelificacdo por aquecimento até prdéximo da temperatura cor-
poral. Num aspecto, a solucdo de quitosano termogelificante
ou termoendurecivel ¢é preparada por mistura intima de
quantidades apropriadas de solucéao de carbonato de
glucosamina ou de solucdo de fosfato de glucosamina com a
solucdo de quitosano a temperatura ambiente, Verificou-se
que as solucdes resultantes, mesmo a um pH entre 6,7 e 7,2,
permanecem no estado liguido a temperatura ambiente e
transformam-se em hidrogeles quando aquecidas a 37°C ou
acima. Verificou-se que o tempo necessadrio para ocorrer a
gelificacdo depende principalmente da temperatura e o pH da
solucdo final, que por sua vez dependem da quantidade de
solucdo de hidrogeno fosfato de glucosamina chamado
"solucdo tampdo" e da concentracdo da solucdo de quitosano.
Num aspecto, o pH final de uma solucdo de quitosano
termogelificante eficiente deve ser de pelo menos cerca de
6,7. Numa forma de realizacdo separada, as solucdes de
quitosano termogelificantes também podem formar hidrogeles

por arrefecimento a uma temperatura entre 8 e 1°C.



PE2609149 - 15 -

A composicdo de qguitosano termogelificante aqui
descrita é altamente biocompativel com células, proteinas
sensiveis e tecidos wvivos, uma vez que O carbonato de
glucosamina ou fosfato de glucosamina, sdo utilizados como
as solucdes tampéo, sendo conservadas as virtudes da
glucosamina. A glucosamina ¢ um amino-aculcar sintetizado
naturalmente a partir de glicose e glutamina, um
aminodcido. E abundante nas articulacdes humanas onde ¢ um
precursor chave para a sintese bioquimica de varios com-
postos incluindo glicolipidos, glicoproteinas, glicosamino-
glicanos, hialuronato e proteoglicanos. Todos esses compos-
tos estdo presentes na cartilagem e outros componentes das
articulacdes onde desempenham papéis importantes para a

resiliéncia e lubrificacdo das articulacodes.

Com a idade, o corpo gradualmente perde a sua
aptiddo para converter glucose e glutamina em glucosamina,
devido aos niveis mais Dbaixos da enzima de conversédo
glucosamina sintetase. Esta diminuic&do gradual tem sido
sugerida como sendo um dos ©principais factores que
contribuem para as doencas degenerativas das articulacdes
como a ostecartrite (OA). Estudos de grupos clinicos e
reivindicacdes pelos doentes suportam o facto de gque um
suplemento didrio de glucosamina ao longo de um periodo de
tempo pode ter efeitos wvantajosos para doentes com OA.
Aparentemente, a glucosamina pode actuar para melhorar a
resiliéncia da cartilagem por estimulacdo in vivo da

biossintese de glucosaminoglicano.
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O exoesqueleto de crustéceos, como cascas de
camardo, caranguejo e lagosta, sdo normalmente a fonte
comercial de glucosamina, o qual é obtida pela decomposicio

ou degradacdo do quitosano a unidade de mondmero.

Os estudos clinicos e reivindicacdes pelos doen-
tes suportam o facto de um suplemento didrio de glucosamina
ao longo de um periodo de tempo poder ter efeitos
vantajosos para doentes com OA. Do ponto de vista da
seguranca, os estudos humanos tém descrito consistentemente
que a administracdo de glucosamina n&do afectou os niveis
plasmédticos de glucose ou insulina, sensibilidade a
insulina ou oxidacdo da glucose (Scroggie et al., 2003,
Archives of Internal Medicine, 163:1587-1590; Pouwels et
al., 2001, J. Clin. Endocrinol. Metab., 86:2099- 2103; e
Monauni et al., 2000, Diabetes, 49:926-935). Isto indica
que a glucosamina ndo teve nenhum efeito significativo no
metabolismo da glucose no sangue mesmo em doentes com

diabetes mellitus de tipo 2.

Anderson e colaboradores fizeram a revisdo dos
dados de ensaios clinicos registados para mais de 3000
doentes e afirmaram que a administracdo oral de glucosamina
foi moderadamente a altamente eficaz no tratamento da dor
da osteocartrite, e ndo teve efeitos adversos sobre os
parédmetros de sangue, urina ou fezes (Anderson et al.,
2005, Food and Chemical Toxicology, 43:187-201). Além

disso, o artigo de revisdo sumaria os resultados sobre
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doses muito elevadas de glucosamina administradas oralmente
a ratos, murganhos, coelhos, cdes e cavalos, como descrito
em cerca de 20 estudos em animais. A LDsg foi estimada como
excedendo 5000 mg/kg para ratos e 8000 mg/kg para murganhos
e coelhos. A investigacdo também demonstrou que a ingestdo
de glucosamina em doses elevadas, variando de 300 a 2149
mg/kg de peso corporal, ndo tem qualquer efeito nos niveis
de glucose no sangue em ratos, coelhos ou cdes. Além disso,
em cingquenta e qguatro doentes em ambulatédrio com
gonartrose, foi realizado um ensaio clinico duplamente cego
com o objectivo de avaliar a eficdcia e toleréncia de
glucosamina intra-articular em comparacdo com um placebo de
NaCl a 0,9%. Cada doente recebeu uma injeccdo intra-
articular por semana durante cinco semanas consecutivas.
Dor, mobilidade activa e passiva da articulacdo, inchaco e
sintomas de intolerédncia generalizada e local foram
registados antes de iniciar o tratamento e quatro semanas
apdés a ultima injeccdo. A glucosamina reduziu a dor numa
extensdo significativamente maior do que o placebo, e
resultou em significativamente mais doentes sem dor. O
dngulo de flexdo da articulacdo aumentou substancialmente
apdés o tratamento com glucosamina. A mobilidade activa
aumentou com ambos o0s tratamentos, com uma tendéncia mais
favoradvel apds a administracdo de glucosamina. O inchaco do
joelho ndo diminuiu significativamente depois da gluco-
samina, enquanto que se agravou (embora nédo significati-
vamente) apds o placebo. Nido houve sintomas de intoleréncia

local ou geral durante e apds o tratamento.
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A administracdo de glucosamina foi capaz de
acelerar a recuperacdo de doentes artriticos, sem efeitos
secundarios resultantes, e de restaurar parcialmente a
funcdo articular. Além disso, a recuperacdo clinica né&o
desapareceu depois de o tratamento ter terminado, mas durou
no més seguinte, pelo menos. Demonstrou-se portanto que a
terapéutica com glucosamina merece um lugar seleccionado na
gestdo da osteocartrose (Vajaradul et al., 1981, C(Clin.
Ther., 3:336-343). 0O qguitosano foi registado como GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro). A composicdo de
quitosano e materiais foi extensamente analisada in vitro
bem como in vivo, tanto em animais como em seres humanos.
In vitro, as composicdes de quitosano foram testadas com
vadrias linhas celulares, incluindo células Caco-2, HT29-H,
CCRF-CEM (leucemia linfoblastica humana) e L132 (células de
pulmdo embrionadrio humano), células MCF7 e COS7 (Kean et
al., 2010, Advanced Drug Delivery Reviews, 62:3-11;
Richardson et al., 1999, Int. J. Pharm., 178:231-243;
Schipper et al., 1996, Pharm. Res., 13:1686-1692; Schipper
et al., 1999, FEur. J. Pharm. Sci., 8:335-343; e Zhang et

al., 2008, Biomaterials, 29:1233-1241).

In vivo, as composicdes de quitosano e o0s
materiais foram testados em varios modelos animais e
através de véarias vias de administracdo. O quitosano foi
estudado de forma segura em modelos de murganho
(imunogenicidade), modelos de rato, modelos de cobaio e
modelos de coelho (toxicidade  subaguda). Ndo foram

observados "efeitos téxicos significativos" de guitosano em
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ensaios de toxicidade aguda em murganhos, nem irritacdo do
olho ou da pele em coelhos e cobaios, respectivamente. No
mesmo estudo também foi concluido que o quitosano ndo era
pirogénico. A exposicdo de mucosa nasal de rato a solucbes
de quitosano a 0,5% (p/v) durante 1 h ndo causou alteracdes
significativas na morfologia das células da mucosa em
comparacdo com o controlo. A partir da maioria dos estudos
descritos parece que o quitosano apresenta efeitos tdxicos
minimos e isto Jjustifica a sua seleccdo como um material
seguro na administracdo de farmacos. 0Os sistemas de
gquitosano/P-glicerofosfato foram investigados in vitro, 1in
vivo em modelos animals e em seres humanos, € mostraram um
perfil seguro e ndo téxico (Hirano et al., 1991, Agric.
Biol. Chem., 55:2623-2625; Ono et al., 2000, J. Biomed.
Mater. Res., 49:289-295; Azad et al., 2004, J. Biomed.
Mater. Res. B Appl. Biomater., 69:216-222; Ishihara et al.,
2001, Wound Repair Regen., 9:513-52; e Illum et al., 1994,

Pharm. Res. 11: 1186-1189).

Em seres humanos, um ensaio clinico de fase 2
envolvendo a 1injeccdo percutdnea de complexo quitosano-
1%6h61lmio, para o tratamento de carcinoma hepatocelular, em
doentes com ©perspectivas cirurgicas pobres, descreveu
resultados seguros e eficazes. 0s efeitos do gquitosano
foram investigados em oitenta doentes com insuficiéncia
renal submetidos a tratamento de hemodidlise estéavel a
longo prazo. Os doentes foram testados depois de um periodo
de tratamento de controlo de 1 semana. A metade foram

administrados 30 comprimidos de quitosano (45 mg de
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quitosano/comprimido) trés vezes por dia. A ingestdo de
quitosano reduziu realmente os niveis de colesterol sérico
total (de 10,14 + 4,40 para 5,82 * 2,19 mM) e aumentou os
niveis séricos de hemoglobina (de 58,2 £ 12,1 para 68 = 9,0
g L'). Durante o periodo de tratamento, ndo foram
observados sintomas clinicamente problematicos. Os
resultados sugerem gque o0 quitosano pode ser um tratamento
eficaz para doentes com insuficiéncia renal, embora o

mecanismo do efeito deva ser adicionalmente investigado.

O qguitosano também foi administrado intranasal-
mente para administrar morfina a doentes apds cirurgia
ortopédica, e demonstrou-se que oferece uma alternativa
segura e menos invasiva a morfina intravenosa (IV). Um
estudo clinico e farmacocinético para um sistema de admi-
nistracdo de fadrmacos (DDS) da barra de guitosano carregada
com gentamicina foram realizados <com a finalidade de
avaliar a sua eficdcia e apresentar mais dados para as suas
aplicacdes clinicas. Dezoito (18) casos de osteomielite
crdénica foram tratados por necrectomia cirurgica com
implantacdo da barra de guitosano carregada com gentamicina
na cavidade ¢ssea preparada. Todos os 18 casos foram
acompanhados durante 24,8 meses (numa gama de 6-34 meses)
16 doentes receberam cura inicial e sem qualquer
recorréncia. Assim, pode concluir-se que o DDS de quitosano
carregado com gentamicina foi um método simples e eficaz
para o tratamento de osteomielite crdénica sem necessidade
de realizar uma segunda operacdo para remover o transporta-

dor do farmaco.
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Na China, em 12 doentes, observou-se que o0
gquitosano preveniu ou reduziu de forma segura adesdes do
cotovelo apds artrdlise do cotovelo. Foi investigado
novamente em seres humanos para impedir adesdes do joelho
na sequéncia de operacdo a rdétula (Kim et al., 2006, Clin.
Cancer Res., 12:543-548; Jing et al., 1997, J. Pharm.
Pharmacol., 49(7):721-723; Stoker et al., 2008, Pain Med.,
9:3-12; e Chen et al., 1998, Chinese Journal of Reparative

and Reconstructive Surgery, 12:355-358).

Varios ensaios clinicos envolvendo composicdes ou
materiais de quitosano para fins de administracdo de
fdrmacos ou implantes médicos estdo em curso (recrutamento)
ou terminados nos Estados Unidos. Os materiais de quitosano
sdo, ou foram, estudados clinicamente em doentes para a
gestdo de epistaxe espontédnea dificil e avaliar o seu
efeito curativo na mucosa nasal, para 1investigar a
seguranca e eficdcia da hemostasia do curativo para uso em
procedimentos cirtirgicos dentérios, para testar uma
compressa de quitosano apbds angiografia coronaria
percutdnea diagndéstica como adjuvante da compressdo manual
para melhor controlo do sangramento do sitio de acesso
vascular e reduzir o tempo até hemostasia, para investigar
uma composicdo de quitosano como um desbridamento seguro e
eficaz de feridas crénicas na sala de operacdes e ambientes
de enfermarias de internamento e para minimizar a
recolonizacdo bacteriana de feridas, para investigar os

beneficios terapéuticos da utilizacdo de uma composicdo de
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quitosano para a reparacdo de feridas de ulceras nos pés
neuropédticas diabéticas, para comparar a eficédcia de uma
composicdo de quitosano em comparacdo com o tratamento
convencional no tratamento de ulcera no pé neuropéadtico
diabético, para investigar um novo derivado de quitosano
para reduzir os sintomas associados a sindrome do olho
seco, e para investigar se o tratamento de cartilagem
danificada no Jjoelho com uma composicdo de quitosano vai
aumentar a quantidade e a qualidade do tecido de reparacéio
de cartilagem em comparacdo com microfractura sozinha. Além
disso, o0s materiais de quitosano sé&do, ou foram, estudados
clinicamente em doentes para determinar se o guitosano, um
quitosano de cadeia curta com um peso molecular de 40 kDa,
¢ seguro e eficaz na reducdo dos niveis de colesterol de
ILDL. em doentes com niveis de colesterol pouco a
moderadamente elevados (farmaco) e comparar a seguranca e
imunogenicidade de dois niveis de dosagem de vacina de
particulas semelhantes ao virus Norwalk com adjuvante/exci-

pientes de gquitosano.

E também aqui descrita a preparacdo de solucdes
de quitosano termogelificantes altamente Dbiocompativeis
utilizando glucosamina-6-fosfato de ocorréncia natural em
solucdo ou em forma sdlida. O glucosamina-6-fosfato é o
produto intermedidrio na via que conduz a biossintese
natural de glucosamina, reconhecido como © precursor
bioquimico de todos os acucares que contém azoto (Roseman,
2001, J. Biol. Chem., 276:41527-41542), que s&do constituin-

tes importantes das glicoproteinas e oligossacaridos envol-
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vidos no reconhecimento bioldgico. Especificamente, o
glucosamina-6-fosfato é sintetizado a partir de 6-fosfato
de frutose e glutamina (Ghosh et al., 1960, J. Biol. Chem.,
235:1265-1273) como o primeiro passo da via de biossintese
das hexosaminas. O produto final desta via é difosfato de
uridina N-acetilglucosamina ou UDP-GlcNAc, um aclUcar de
nucleotido wutilizado depois para produzir glucosamino-

glucanos, proteoglucanos e glicolipidos.

E  aqui concebido que qualguer amino-actcar
fosforilado pode ser utilizado como aqui descrito acima.
Além disso, contrariamente a patente U.S. N° 6344488, cujo
teor aqui é dado como incorporado por citacdo, gque ensina a
utilizacdo de monofosfato de polidis e actcares fosfo-
rilados (polidbis e aclcares fosforilados), qualgquer pessoa
com conhecimentos correntes na arte vai fazer a distincéo
de que a presente descricdo ¢é dirigida a wutilizacdo de

amino-acucares o que ¢ diferente de acucares e/ou polidis.

Actcar refere-se a varios hidratos de carbono,
como monossacaridos, dissacdridos ou oligossacéaridos. Os
monossacaridos também sdo chamados "acucares simples",
tendo a fédrmula CpH2nOn, em que n estd entre 3 e 7. Glucose,
que tem a fédrmula molecular CsHi20s5, € 0 monossacarido mais
importante. Os hidratos de carbono sédo realmente apenas
poli-hidroxi-aldeidos, chamados aldoses, ou poli-hidroxi-
cetonas, chamados cetoses, enquanto 0os polidis s&o
simplesmente &lcoois contendo multiplos grupos hidroxilo.

As composicdes de quitosano descritas na arte, como na
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patente U.S. N° 6344488, abrangeram acucares que Sé&o
monossacaridos como monofosfato de acucares dibésicos,

monosulfato de aclcares e aclicares monocarboxilicos.

Um amino-acucar como aqui abrangido é um acucar
onde um grupo hidroxilo esta substituido com um grupo
amina. Os derivados de aclUcares contendo amina, como N-
acetilglucosamina, embora gque ndo contenha formalmente uma

amina, também sdo considerados amino-acucares.

A fosforilacdo é a adicdo de produtos quimicos de
um grupo fosfato (POsz) a uma proteina, aclcar ou outra
molécula orgdnica. Tal como agqui utilizado, glucosamina-6-

fosfato refere-se a glucosamina fosforilado no carbono 6.

Tal como aqui utilizada, "solucdo de carbonato de
amino-actucar" ou "solucdo de fosfato de amino-acutucar"
refere-se a uma solucgdo contendo amino-ac¢ucar carregado
positivamente (+NHs-aclucar) entre os contra-ides neces-
sdrios para equilibrar a carga negativa CO03%- e POs*r de

modo que a carga total & zero.

Tal como agqui utilizada, "solucdo de amino-acucar
fosforilado" refere-se a uma solucdo em que o ido carregado
negativamente é o fosfato do amino-actcar (amino-acucar-0-

P0O327) .

O termo "temperatura de gelificacdo" pretende

significar qualquer temperatura na gama de cerca de 25°C a
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cerca de 70°C, preferencialmente entre 37°C e cerca de
60°C, e mais preferencialmente a cerca da temperatura

fisiolbégica ou 37°C.

A expressdo "gelificacdo in situ" refere-se aqui
a formacdo de geles na sequéncia da injeccédo da solucdo de
quitosano liquida, tal como agqui ensinado, dentro de sitios
especificos dos ambientes de mamiferos ou seres humanos,
e.g. quaisquer tecidos (misculos, 0s8s0, ligamentos,
cartilagens) e o6rgdos. A gelificacdo in situ permite o
enchimento completo e preciso de defeitos de tecidos ou
cavidades corporais. A gelificacdo da mistura de quitosano

¢ induzida pela temperatura fisioldgica.

Um gel de quitosano tal como agqui ensinado é um
material ideal ©para um sistema de administracdo de
fdrmacos. Esse veiculo que forma um tipo de gel in situ, em
que um aditivo em particulas sélidas ou soluvel em &gua é
incorporado antes da gelificacdo, pode ser administrado
topicamente, directamente no sitio do corpo a ser tratado
ou diagnosticado. Agentes antibacterianos, antiftingicos,
anti-inflamatdérios esterdides ou ndo esterdides, anti-
cancro, antifibrose, antiviral, antiglucoma, midético e
anticolinérgico, antipsicético, anti-histaminico e descon-
gestionante, anestésico e anti-parasitédrios podem ser
incorporados no seio da composicdo e gel. De um modo
semelhante, polipéptidos ou agentes farmacéuticos ndo vivos
podem ser incorporados no seio da composicdo ou gel para

efeitos restauradores, reconstrutivos ou regenerativos.
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A  presente descricdo serd mais prontamente
compreendida por referéncia aos exemplos seguintes que séo
apresentados para ilustrar formas de realizacdo, mas néo

para limitar o seu ambito.

EXEMPLO I

Preparac¢do de uma mistura de quitosano-solug¢do tampéao

1. Preparacdo da solucdo de quitosano

Foi preparada uma solucdo de quitosano (2,00%
p/v) por dissolucdo de quitosano de qgualidade medicinal,
tendo peso molecular médio, em solucdo aquosa de HCl. A
proporcdo de HCl em comparacdo com o grupo amino (NHz) do
quitosano, referido como o grau de protonacdo do quitosano
em solucdo, foi mantido a 70%. A solucdo foi esterilizada
utilizando uma autoclave durante 30 minutos a 121°C. Apds
arrefecimento, a &gua perdida devido ao processo de
autoclavagem foi compensada por adicdo de &4gua estéril em
ambiente asséptico controlado. A solucdo foi entdo filtrada
assepticamente através de uma frita de metal, dividida em
aliquotas de 5,0 mL e armazenada a 4°C. Uma aliquota
adicional de cerca de 3 mL foi utilizada para medir o pH da
solucdo de quitosano. As caracteristicas de solucdes de 100
mL preparadas utilizando gquitosano tendo DDA de cerca de

80% e 98% estdo sumariadas na Tabela 1.
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Tabela 1

Caracteristicas da solucdo de quitosano (100 mL)

DDA do Quitosano (%)| m(g) HO (mL) | HC1 1 M (mL) pH
80 2,0566 93,20 6,80 5,51
98 2,0586 91,26 8,74 5,50

2. Preparacdo das solucdes tampdo

A solucdo tampdo de carbonato de glucosamina foi
obtida por co-dissolucdo simultaneamente de cloridrato de
glucosamina e carbonato de sdédio em agua, enquanto que a
solucdo tampdo de fosfato de glucosamina foi preparada por
dissolucdo simultaneamente de cloridrato de glucosamina e
fosfato de potassio tribésico. As quantidades de sal
utilizadas para a preparacdo de 50 mL de cada solucéo
tampdo estdo sumariadas na Tabela 2. Geralmente, o pH da
solucédo tampdo € mantido entre 7,60 e 8,00 para o carbonato
de glucosamina e entre 8,10 e 8,50 para o fosfato de

glucosamina.

Para a estabilidade no longo prazo, as solucgbes
tampdo de carbonato de glucosamina e fosfato de glucosamina
devem ser armazenadas a uma temperatura muito baixa, abaixo
de -20°C, preferencialmente -80°C. Isto pode evitar ou
interromper uma provavel reaccdo semelhante a de Maillard,
que foi suspeita de estar a causar a degradacdo, revelada

pela coloracdo acastanhada das solucgdes tampdo quando
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armazenadas a temperaturas acima de 0°C. Tecnicamente, para
resolver este problema, as solucdes tampdo de carbonato de
glucosamina e fosfato de glucosamina podem ser preparadas
no momento da utilizacdo por mistura de um volume de
solucdo duplamente concentrada de cloreto de glucosamina
com um mesmo volume de solucdo duplamente concentrada de
sais carbonato ou por mistura de um volume de solucéo
duplamente concentrada de glucosamina com um mesmo volume
de solucéao duplamente concentrada de sais fosfato,
respectivamente. Estas solucdes, nomeadamente solucdo de
cloreto de glucosamina, solucdo de carbonato ou solucdo de
fosfato, preparadas separadamente, podem ser armazenadas a
4°C durante pelo menos mais de 6 meses. A esta temperatura,
ndo ocorre degradacdo em solucdes aquosas acidas de
cloridrato de glucosamina, enguanto as solucgdes aquosas de

sailis carbonato ou fosfato sdo muito estiveis.

Tabela 2

Quantidades de sal utilizadas para a solucdo tampéo

Solucdo tampdo (50 mL)
Componentes Carbonato de Fosfato de
glucosamina glucosamina
Glucosamina-HC1l (g) 8,9808 8,9858
Na,COs3 (g) 2,9704 -
K3POs4 (9) - 5,3562
PH 7,68 8,39
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3. Preparacdo de solugdes termogelificantes

utilizando carbonato de glucosamina

I. DDA do quitosano = 80

oo

A solucdo termogelificante foi preparada por
mistura vigorosa de 5,00 mL de solucdo de gquitosano com
0,56 mL de uma solucdo tampdo de carbonato de glucosamina,
enquanto se mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A
solucdo resultante tendo um pH de cerca de 6,82 foi depois
vertida num tubo de ensaio e incubada a 37°C, onde

gelificou dentro de aproximadamente 10 minutos.

Numa segunda experiéncia, 5,00 mL de solucdo de
quitosano foram misturados com agitacdo forte com 0,50 mL
de solucdo de carbonato de glucosamina, engquanto se
mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A solucédo
resultante tendo um valor do pH de cerca de 6,75, gelificou

dentro de 20 minutos a 45°C.

II. DDA do Quitosano = 98

[ei\s}

A solucdo termogelificante foi preparada por
mistura vigorosa de 5,00 mL de solucdo de quitosano com
0,50 mL de solucdo tampdo de carbonato de glucosamina,
enquanto se mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A
solucédo resultante tendo um pH de cerca de 6,8 foi depois
vertida num tubo de ensaio e incubada a 37°C, onde

gelificou dentro de aproximadamente 1 minuto.
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Numa segunda experiéncia, 5,0 mL da solucido de
quitosano foram misturados com agitacdo forte com 0,40 mL
de solucdo de carbonato de glucosamina, enguanto se
mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A solucdo
resultante tendo um valor de pH de cerca de 6,7, gelificou
dentro de 20 minutos a 45°C. A dependéncia da temperatura
do mdédulo de elasticidade (G') e do médulo viscoso (G")

desta Ultima solucdo estéd apresentada na Figura 1.

4. Preparacdo de solugbes termogelificantes

utilizando fosfato de glucosamina

a\e

I. DDA do gquitosano = 80

A solucdo termogelificante foli ©preparada por
mistura com agitacdo vigorosa de 5,00 mL de solucdo de
quitosano com 0,60 mL de solucdo de fosfato de glucosamina,
enquanto se mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A
solucdo resultante tendo um pH de cerca de 7,02 foi depois
vertida num tubo de ensaio e incubada a 37°C, onde

gelificou dentro de cerca de 7 minutos.

Numa segunda experiéncia, 5,00 mL de solucdo de
quitosano foram misturados com agitacdo vigorosa com 0,50
mL. de solucdo de fosfato de glucosamina, enquanto se
mantinha a temperatura a cerca de 15°C. A solucédo
resultante tendo um valor de pH de cerca de 6,81, gelificou

dentro de 30 minutos a 45°C.
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No entanto, a composicdo termogelificante aqui
descrita ndo pode ser obtida nem por utilizacdo de solucéo
de cloridrato de glucosamina, nem por utilizacdo de solucéo
de glucosamina livre. Como o pH de 3,11 medido para uma
solucdo 0,55 M de cloridrato de glucosamina ¢ muito mais
baixo do que o da solucdo de gquitosano, o pH da mistura néo
excede um valor de 5,50. Essas misturas permanecem liguidas
em toda a gama de temperatura, de 0 a 80°C. Em contraste, a
utilizacdo da solucdo de glucosamina livre, com um pH de
7,71 e 8,03, aumenta o pH da mistura, mas ocorreu uma
precipitacdo substancial de quitosano logo gque foi atingido

um valor de pH entre 6,2 e 6,4.

Além disso, ndo pode ser utilizada uma solucdo de
Na»COz para preparar a composicdo termogelificante aqui
descrita. Quando adicionada a solucdo de qguitosano, a
alcalinidade relativamente forte dessa solucdo de carbonato
de (0,373 M), pH de cerca de 11,5, causa a precipitacéo
instantdnea do gquitosano. Foram entdo utilizados &cidos,
incluindo mas ndo limitados a &cidos orgédnicos, como &cido
glutdmico e &cido pirtvico, para amaciar a alcalinidade da
solucdo de carbonato e proporcionar assim uma solucédo
tampdo para a composicdo termogelificante aqui descrita. No
entanto, verificou-se que estas solucdes tampdo S&0 menos
eficazes do que a solucdo tampdo de carbonato de
glucosamina. A Tabela 3 mostra as quantidades necesséarias
para a preparacdo de solugbes glutdmico-carbonato com

valores de pH de 7,65 e 7,85. As composicdes resultantes da
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mistura de 5,00 mL de solucdo de guitosano (DDA = 98%) com
0,50 mL de solucdo 1, e com 0,50 mL de solucdo 2, tinham

respectivamente um valor de pH de 6,31 e 6,56.

Tabela 3

Quantidades necessarias para a preparacdo de solucdes

glutdmico-carbonato

Glutémico-carbonato (50 mL) | Acido glutdmico (g) | NasCOs (g) PH

Solucdo 1 4,5675 3,2875 7,65
Solucdo 2 6,6525 4,9965 7,85
EXEMPIO II

Preparag¢do de uma solugdo de quitosano termogelificante

utilizando glucosamina-6-fosfato

Foi preparada uma solugcdo de qguitosano (~2,0%
p/Vv) como descrito acima no Exemplo I. A solucgédo
termogelificante foi preparado por mistura de 5,0 mL de
solucdo de quitosano refrigerada com 0,5 mL de solucdo de
sal dissddico de glucosamina-6-fosfato (1 M) refrigerada em
banho de gelo (~ 4°C) e com agitacdo vigorosa. A solucdo
resultante tendo um pH de cerca de 7,0 foi entdo retirada
do banho de gelo e colocada a 37°C, onde gelificou dentro

de 15 minutos.
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EXEMPLO III

Procedimentos terapéuticos com composigdo termogelificante

dupla

A composicdo aqui descrita pode ser utilizada
para procedimentos terapéuticos minimamente invasivos, em
particular em tecidos masculo-esqueléticos como a
cartilagem articular, fibrocartilagem e o0sso, para citar
apenas alguns deles. A composicdo aqui descrita é
particularmente adequada para o tratamento de lesdes da
cartilagem articular, e tem sido clinicamente aplicada em
doentes que sofrem de defeitos da cartilagem articular.
Esta composicédo foi aplicada por especialistas ortopédicos,
ao abrigo de um protocolo clinico e no ambito do Programa
de Acesso Especial (SAP) da Health Canada, para tratar
defeitos da cartilagem articular em articulacdes do joelho
de doentes que sofrem lesdes da cartilagem do joelho, dor
na articulacdo do joelho e funcionalidades reduzidas das

articulacodes.

Um total de 9 doentes, com idade de 18 a 70 anos,
tendo estruturas dos ligamentos do Jjoelho intactas e
sofrendo de lesdes da cartilagem sintomdticas de um
compartimento, com as lesdes da cartilagem a serem
investigadas por imagiologia de ressondncia magnética
(MRI), foram tratados no Canadad. Todos os doentes foram
tratados artroscopicamente com o desbridamento da carti-
lagem articular né&o aderente e a composicdo foi admi-

nistrada artroscopicamente para encher e cobrir os defeitos
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da cartilagem. Os defeitos da cartilagem tratados com a
composicdo tinham até 3 cm x 3 cm de area de superficie. A
composicdo actua principalmente para preencher defeitos da
cartilagem articular e revestir as superficies da carti-
lagem lesionadas na articulacdo. A composicdo administrada
nos Jjoelhos de doentes provou ser segura, ndo tdéxica e
fadcil de preparar e de administrar. Com um acompanhamento
de 8 a 9 meses de pdbds-operatdrio, todos os doentes tratados
com a composicdo mostraram resultados clinicos positivos
claro com inicio as 3 a 6 meses de pbs-operatdrio,
consistindo esses resultados clinicos positivos principal-
mente numa reducdo significativa da dor na articulacdo do
joelho e funcionalidade na articulacdo do joelho e nivel de
actividade global do doente melhorados. A avaliacdo clinica
foi realizada utilizando pontuacdo e questionédrio do tipo
WOMAC (Western Ontario and McMaster Universities
Ostecarthritis Index). A composicdo proposta para o trata-
mento de lesdes da cartilagem articular pode ser utilizada
para o tratamento de defeitos da cartilagem em articulacdes
do corpo, para o Jjoelho e outras articulacdes, especial-

mente na anca e tornozelo.

O tratamento com a composicdo aqui descrita é
realizado no decurso de uma artroscopia do joelho. E feito
juntamente com uma lavagem e desbridamento e pode gser
associado a uma técnica de estimulacdo da medula O&ssea
(microfractura). A composicdo pode ser aplicada directa-

mente na lesdo da cartilagem articular.

A  composicdo aqui descrita ¢é preparada com
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facilidade e rapidamente no decurso de um procedimento de
artroscopia do Jjoelho. Além disso, uma vez que pode ser
administrada como um injectével, ¢é vantajosamente muito
facilmente administrada através de uma artroscopia e né&o
prolonga significativamente a duracdo dos procedimentos

artroscdpicos.

O tratamento da lesdo da cartilagem articular com
a composicdo agqui descrita reduziu a dor nas articulacdes
do joelho e melhorou as funcdes das articulacdes do joelho,
proporcionando assim funcionalidades articulares e nivel de
actividade global melhorados para os doentes tratados.
Estes efeitos vantajosos devem ocorrer tdo cedo como 3
meses pbs-artroscopia. Este tratamento pode adiar
tratamentos protéticos mais agressivos e dispendiosos da

lesdo da cartilagem articular.

Embora a descricdo tenha sido feita em relacdo a
formas de realizacdo especificas suas, entender-se-a que é
susceptivel de outras modificacdes e este pedido pretende
abranger quaisquer variacdes, utilizacdes ou adaptacdes da
descricdo seguindo, em geral, os principios da descricédo e
incluindo afastamentos da presente descricdo como os da
préatica conhecida ou habitual na arte a gqual a descricgéo
diz respeito, e que podem ser aplicadas as caracteristicas

essenciais aqui anteriormente descritas, e como segue no

dmbito das reivindicacdes anexas.

Lisboa, 5 de novembro de 2015
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REIVINDICACOES

1. Composicédo termogelificante Dbiocompativel
compreendendo:
a) uma solucdo de quitosano; e
b) uma solucdo tampdo consistindo numa solucdo de carbonato
de amino-acucar, numa solucdo de fosfato de amino-actcar ou
numa solucdo de amino-acucar fosforilado;
em que a composicdo ¢é Dbiocompativel, isotbdnica e se
transforma em gel com o tempo ou por abaixamento ou aumento

da temperatura.

2. Composicédo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacéao 1, formando a referida
composicéao um gel quando aquecida a uma gama de
temperaturas entre cerca de 25°C e cerca de 60°C, ou
arrefecida a uma gama de temperaturas entre cerca de 8°C e

cerca de 1°C.

3. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com as reivindicagcdes 1 ou 2, em que a referida
solucdo tampdo é uma solucdo de carbonato de glucosamina,
uma solucdo de fosfato de glucosamina ou um solucdo de

glucosamina-6-fosfato.

4. Composicdo termogelificante biocompativel de

acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a 3, em qgque a
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referida composicdo termogelificante tem um pH entre 6,7 e
7,2 e transforma-se num gel quando aquecida até uma

temperatura de 37°C.

5. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 4, em que a
concentracdo de quitosano estd na gama de 0,1% a 5,0% e

preferencialmente de 1,0% a 3,0%.

6. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacdo 3, em que a concentracdo de
carbonato de glucosamina, fosfato de glucosamina ou

glucosamina-6-fosfato estd na gama de 0,002 M a 0,100 M.

7. Composicédo termogelificante biocompativel de
acordo com as reivindicacdes 3 ou 6, em que a proporcdo de
quitosano para carbonato de glucosamina, fosfato de

glucosamina ou glucosamina-6-fosfato estéd entre 1 e 3.

8. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com qualgquer das reivindicagcdes 1 a 7, em que o
referido quitosano tem um grau de desacetilacdo (DDA) na
gama entre 70% e 100% e um peso molecular (Mw) na gama de

50 kDa a 1000 kDa.

9. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacdo 8, em que o referido guitosano

tem um DDA de 80% a 99%, e um Mw de 200 kDa a 500 kDa.
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10. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com qualgquer das reivindicacdes 1 a 9, em que a
osmolaridade da referida composicdo esta entre 270

mOsmol/kg e 340 mOsmol/kg.

11. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com qualquer das reivindicacbdes 1 a 10, compreen-
dendo ainda pelo menos um material seleccionado do grupo
que consiste em células, células estaminais, péptidos,
factores de c¢rescimento, sangue humano, plasma rico em
plaquetas, nucleotidos, o0sso, materiais derivados de osso,
fosfatos de célcio, carbonatos de cé&lcio, biovidros,

cerémicos, farmacos e agentes de imagiologia.

12. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 11, em que a
referida composicédo é para utilizacdo no tratamento, repa-
racdo, regeneracdo, reconstituicdo ou substituicdo, total
ou parcial, de um tecido ou orgdo dentro do corpo de um

mamifero ou ser humano.

13. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacdo 12, em gue o tecido ou orgéo
compreende cartilagem articular, fibrocartilagem, menisco,
discos intervertebrais, tecidos &ésseos, tecidos musculares,
tecidos moles de nervos e medula espinal, pele ou tecidos

dérmicos.
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14. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacdo 12, em que a composicdo é para
utilizacdo em injeccdo intra-articular para tratar ou
melhorar funcdes articulares corporais ou para repara

defeitos da cartilagem.

15. Composicdo termogelificante biocompativel de
acordo com a reivindicacdo 11, em gue pelo menos um
material ou composto é particulas de fosfato de céalcio numa
concentracdo compreendida entre 1,0% e 40,0% e a referida
composicdo é para utilizacdo no tratamento, enchimento ou
reparacdo de osso ou defeitos oésseos no decurso de uma
cirurgia dentédria, maxilo-facial, espinal ou ortopédica ou

de um procedimento traumatoldgico.

Lisboa, 5 de novembro de 2015
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