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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
GAO PARA USO COMO UM LUMEN DE TECIDO MACIO OU CARGA VA-
ZIA".

Campo da Invencio

A presente invencao refere-se geralmente a uma composicao ba-
seada em fibrina microporosa, injetavel, macia elastica, totalmente reabsorvivel
para uso como um limen de tecido macio e carga vazia. A composi¢ao do pre-
sente pedido exibe caracteristicas fisicas, tais como propriedades mecanica,
tipicamente vistas nos elastdmeros, e estabilidade mecanica, superiores a fibri-
na sozinha. De acordo com os ensinamentos da presente invengdo, uma varie-
dade de propriedades da referida carga vazia pode ser eficaz e finamente sin-
tonizada e alterada pelo tipo de ajuste e teor das particulas, bem como do plas-
ticizante contido na referida composicao de carga de vazio.

Sumario da Invencéo

A composicdo de fibrina da presente invengéo &€ um biomaterial
natural. Ela € esterilizavel e tem toxicidade potencial baixa. Ela é facil de
usar e a reologia permite injegdo e, onde possivel, tratamento minimamente
invasivo. A alteragdo do modificador de fibrina (plasticizante) e ou compo-
nente particulado pode permitir controle tipico entrada de agua, intumesci-
mento, degradacao e liberacdo de moléculas bioativas. Além disso, a inven-
cao é totalmente reabsorvivel. Ela tem exotérmica razoavel e exibe compor-
tamento mecanico elastomérico, tornando-a mecanicamente superior a fibri-
na sozinha.

Foi observado que se combinando um agente de contraste iodi-
natado com particulas de fosfato de calcio (até 200 um) em coagulos de fi-
brinogénio cria um material novo muito diferente. Seguindo isto, um nimero
de plasticizantes de fibrina e particulas alternativas foram identificados e o
uso da composicao foi subsequentemente ampliado para incluir outras indi-
cagoes de vazios de tecido duros.

A presente invencao procura estender as indicagbes possiveis
para a composi¢do de fibrina modificada para incluir indicacdes de tecido

macio. Estas incluem, mas ndo estao limitadas a, oclusao parcial ou total,
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aumento, ou enchimento de lumens de tecido macio e vazios. Lumens sao
considerados como sendo o0 espago vazio de estruturas tubulares tais como
as vasculaturas, trato reprodutivo e trato gastrointestinal. Os vazios sao le-
vados a incluir lesdes, fissuras, fistulas e diverticulite. Estes vazios podem
ser fisiolégicos ou o resultado de infecgao, cirurgia, cisto, remocao de tumor,
ou dano traumatico ou remodelagem do tecido macio.

Breve Descricdo dos Desenhos:

A Figura 1 mostra a liberagao de fluoresceina de coagulos de fi-
brina sem plasticizante e com ou iodixanol ou glicerol;

A Figura 2 mostra a elasticidade do material e a variagao da vis-
cosidade dos coagulos com concentragdes diferentes de agentes de con-
traste; e, |

A Figura 3 mostra dados reolégicos de composi§6es contendo
iodixanol como um plasticizante e quantidades aumentadas de sais de cal-
cio.

Descricao Detalhada da Invencao:

A presente invengao refere-se geralmente a um sistema de mul-
tiplos componentes para uma composicao de carga de vazio de tecido macio
injetavel, compreendendo:

componente (a) compreendendo fibrinogénio;

componente (b) compreendendo trombina;

componente (c) compreendendo pelo menos um plasticizante; e

componente (d) compreendendo particulas tendo um diametro
de cerca de 200 ym ou menos.

O sistema de multiplos componentes para uma compaosigao de
carga de vazio de tecido macio injetavel, conforme definida acima, pode adi-
cionalmente incluir qualquer outro componente adequado para aumentar,
fortalecer, suportar, reparar, reconstruir, restabelecer, ocluir ou encher um
tecido macio, tais como fatores de crescimento, agentes quimioterapicos e
farmacologicos, agentes biologicamente ativos, compostos de endurecimen-
to e/ou adesivos e aditivos minerais. Estes compostos podem estar contido

em qualgquer dos componentes (a) a (d) do sistema de multiplos componen-



10

15

20

25

30

tes de acordo com a presente invengao, ou pode ser compreendido como
componentes extras.

De acordo com um exemplo da presente inven¢do, o componen-
te de fibrinogénio (a) do sistema de multiplos compbnentes conforme defini-
do acima pode adicionalmente compreender uma ou mais das proteinas de
matriz extracelular, por exemplo, fibronectina, proteinas celulares associa-
das, outras proteinas derivadas de plasma, para, por exemplo, fator de coa-
gulagao de sangue XlllI (FXIIl) e proteases, e inibidores de protease, e mistu-
ras dos mesmos. A solugdo de fibrinogénio de acordo com a presente inven-
¢ao pode também incluir qualquer aditivo que é compreendido no estado da
técnica para composi¢cdes de fibrinogénio cientificas e/ou comercialmente
disponiveis, por exemplo, solucdes de fibrinogénio comercialmente disponi-
vel.

O termo "fibrinogénio” inclui ndo somente fibrinogénio per se,
mas também qualquer substancia de formacdo de coagulo, tais como deri-
vados de formagao de coagulo de fibrinogénio, tal como "fibrina I".

A quantidade de fibrinogénio no componente (a) do sistema de
multiplos componentes varia, por exemplo, de cerca de 10 a cerca de 200
mg/ml, tal como de cerca de 30 a cerca de 150 mg/ml, ou de cerca de 75 a
cerca de 115 mg/ml.

O componente de trombina (b) do sistema de multiplos compo-
nentes, de acordo com a presente invengao, pode adicionalmente compre-
ender compostos conhecidos na técnica, bem como um ou ambos dos com-
ponentes (C) e (d), particularmente o componente de plasticizante (c). Nao
existe limitacao especifica com relagdo a quantidade de trombina usada. Em
um exemplo da presente invengdo, a quantidade de trombina no referido
componente de trombina (b) € tal que ela é pelo menos cerca de 1 lU/ml na
composiga@o coagulada final tal como cerca de 30 IU/ml.

O termo "trombina" nao inclui somente trombina per se, mas
também qualquer gelificagcdo induzindo ou coagulando agente de indugédo
para componente (a), por exemplo, um sistema de tampao alcalino fisiologi-

camente aceitavel.
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O termo "plasticizante", conforme aqui usado, inclui qualquer
substancia adequada util na modificagdo das propriedades da composicdo
coagulada final, por exemplo, a viscosidade, o comportamento elastomérico,
ou a estabilidade mecénica. Em uma concretizagdo da presente invengao, o
plasticizante do sistema de multiplos componentes, conforme definido aci-
ma, tem uma baixa osmolalidade, e permite que montagem de fibrina ocorra
a uma extensao apropriada.

Em um exemplo da presente invengédo, o plasticizante adequado
do sistema multicomponente, de acordo com a presente invengao, compre-
ende pelo menos um composto organico biodegradavel soluvel em agua, a
expressao "composto organico biodegradavel soluvel em agua” adicional-
mente incluindo todos os compostos que podem ser degradados em um
ambiente biolégico, e sdo pelo menos suficientemente soluveis em agua, por
exemplo, a temperaturas na faixa de cerca de 10 a cerca de 40°C. O termo
biodegradavel é também tomado para incluir plasticizantes que nao sdo de-
gradados, mas sao bioeliminados, por exemplo, via trajetérias de excregao.

Exemplos do plasticizante do sistema de multiplos componentes,
conforme definido acima, sdo selecionados a partir do grupo consistindo em
agentes de contraste solGveis em agua, polietileno glicéis, alcoois polivalen-
tes, tais como glicerol (e derivados de), mono, di, tri e polissacarideos, e
qualquer combinagdo dos mesmos.

Em um exemplo da presente invengido, o agente de contraste
adequado do sistema de multiplos componentes, de acordo com a presente
invengao, compreende pelo menos um composto organico contendo iodo.
Adicionalmente em um exemplo da presente invengdo, composto organicos
contendo elementos de terra raras, tal como gadolinio, podem ser usados.

Conforme aqui usado, o termo "composto organico contendo io-
do"” inclui todos os compostos que contém pelo menos um atomo de iodo
e/ou ion de iodo, ligado ou fisicamente ou quimicamente, por exemplo, cova-
lentemente ou coordenadamente. A mesma definigado aplica-se mutatis mu-
tandis ao composto organico contendo elementos terrosos acima menciona-

dos.
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7 Exemplos de agentes de contraste, sem estar limitado a, sao di-
atrizoato (meglumina), iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamida, io-hexol, iome-
prol, iopamidol, iopromida, iotrol, ioversol, ioxaglato € metrizamida, e mistu-
ras dos mesmos.

De acordo com um exemplo da presente invengdo, a quantidade
de plasticizante no componente (C) é tal que ela varia de cerca de 10 a cer-
ca de 80% pl/v, tal como de cerca de 15 a cerca de 60% p/v ou de cerca de
20 a cerca de 40% p/v, na composi¢cao coagulada final.

O termo "particula" inclui qualquer tipo de modelo ou forma par-
ticular na técnica, por exemplo, esférica, angular ou vazada.

Em uma concretizagdo da presente invengao, as particulas do
sistema de multiplos componentes, de acordo com a presente invengao, sao
biodegradaveis e/ou biocompativeis, ndo-toxicas, nao-soluveis em agua,
inorganicas e/ou organicas. As particulas compreendem, por exemplo, subs-
tancias selecionadas a partir do grupo consistindo em sais de caicio, tais
como trifosfato de calcio, alfa-trifosfato de calcio, beta-trifosfato de calcio,
fosfato de calcio, um polimorfo de fosfato de calcio, hidroxiapatita, carbonato
de calcio, sulfato de calcio, compostos poliméricos, tais como poliactide, po-
Iiglicolide, policaprolactona, carbonato de politrimetileno, polietileno glicol e
copolimeros aleatdérios ou ordenados dos mesmos, vidros e ceramicas bio-
degradaveis ou biocompativeis, e qualquer combinagao dos mesmos. Em
um exemplo, as particulas sdo selecionadas a partir do grupo consistindo
em trifosfato de calcio, alfa-trifosfato de calcio, beta-trifosfato de calcio e fos-
fato de calcio, e misturas dos mesmos, tendo uma proporgdo de Ca/P na
faixa de cerca de 1,5 a cerca de 2. As particulas da presente invengao inclu-
em adicionalmente todos os compostos comercialmente disponiveis e/ou
misturas conhecidas na técnica a serem usados dentro do significado do
componente (d). De acordo com outro exemplo, referidas particulas do sis-
tema de multiplos componentes da presente invengdo tém um diametro de
menos do que cerca de 100 ym, por exemplo, menos do que cerca de 50
um. Em um exemplo especifico da presente invengio, a quantidade das par-

ticulas no componente (d) varia de cerca de 1 a cerca de 50% p/p, tal como
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de cerca de 10 a cerca de 45% p/p, ou de cerca de 30 a cerca de 40% p/p
com relagio a composigao coagulada final.

De acordo com uma concretizagdo da presente invengdo, a
quantidade de fibrinogénio no componente (a) do sistema de muitiplos com-
ponentes, conforme definido acima, varia de cerca de 10 a cerca de 200
mg/ml, a quantidade de trombina no componente (b) € tal que ela é pelo
menos cerca de 1 1U/ml na composigdo coagulada final, a quantidade de
plasticizante contida no componente (c) é tal que ela varia de cerca de 10 a
cerca de 80% p/v na composigao coagulada final, e a quantidade das parti-
culas no componente (d) varia de cerca de 1 a cerca de 50% p/p com rela-
¢ado a composigdo coagulada final.

De acordo com um exemplo especifico da presente invengao, a
quantidade de fibrinogénio no componente (a) do sistema de multiplos com-
ponentes, conforme definido acima, varia de cerca de 75 a cerca de 115
mg/ml, a quantidade de trombina no componente (b) é tal que ela varia de
cerca de 25 IU/ml a cerca de 50 IU/ml na composi¢do coagulada final, a
quantidade de plasticizante contida no componente (C) € tal que ela varia de
cerca de 30 a cerca de 50% p/v na composi¢cdo coagulada final, e a quanti-
dade das particulas no componente (d) varia de cerca de 30 a cerca de 40%
p/w com relagdo a composigao coagulada final.

Em outra concretizagdo da presente invengao, o sistema de mul-
tiplos componentes para uma composicao de carga de vazio injetavel, com-
preende:

componente (a) compreendendo fibrinogénio;

componente (b) compreendendo trombina;

componente (C) compreendendo pelo menos um plasticizante; e

componente (d) compreendendo particulas tendo um didmetro
de cerca de 200 ym ou menos; no qual um ou mais ou todos os componen-
tes (a) a (d) estdo presentes em uma forma sdlida.

O sistema de multiplos componentes, de acordo com a presente
invengao, pode conter os componentes ou na forma de uma solugdo ou de

uma dispersdo ou de um soélido, por exemplo, como um liofilisato, ou qual-
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quer combinagao destas. Adicionalmente, os componentes no referido sis-
tema de multiplos componentes podem estar presentes em recipientes ade-
quados para armazenamento, transporte ou uso do referido sistema de mul-
tiplos componentes. Os recipientes utilizaveis no sistema de multiplos com-
ponentes, de acordo com a presente invengdo, ndo sao limitados de qual-
quer modo, mas incluem recipientes de qualquer tamanho, material ou for-
ma, por exemplo, fracos ou seringas.

Alem disso, os componentes de referido sistema de multiplos
componentes podem, por exemplo, estarem contidos em recipientes diferen-
tes, ou podem estar presentes no mesmo recipiente em qualquer combina-
¢ao, por exemplo, como uma combinagido de componentes (b) e (c) em um
recipiente, e de componentes (a) e (d) cada em recipientes diferentes.

De acordo com a presente invengao, os recipientes podem, por
exemplo, conter um ou mais componentes como um soélido, bem como um
solvente separado de referidos componentes por meios de separagdo no
referido recipiente, no qual uma solugao dos respectivos um ou mais com-
ponentes pode ser preparada por quebra ou remogao de referidos meios de
separagao. Os componentes (a) a (d) do sistema de multiplos componentes
da presente invengao podem também estar presentes como uma mistura
pronta para uso.

Além disso, referidos componentes (a) a (d) presentes em um ou
mais recipientes podem também ser parte de um kit, compreendendo o sis-
tema de multiplos componentes conforme definido. O kit pode adicionalmen-
te compreender qualquer composto adicional utilizavel no sistema de multi-
plos componentes da presente invengao, por exemplo, agentes auxiliares,
sais de tampé&o, ou solugdes tampéo. O kit, conforme definido acima, pode
também conter meios para misturar os componentes, por exemplo, seringas,
adaptadores Luer, tubos, recipientes extras, etc.

Outro aspecto da presente invengao refere-se a uma composi-
¢ao de carga de vazio injetavel, compreendendo: componente (a) compre-
endendo fibrina; componente (b) compreendendo trombina; componente (c)

compreendendo pelo menos um plasticizante; e componente (d) compreen-
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dendo particulas tendo um didmetro de cerca de 200 um ou menos.

De acordo com um exemplo da presente invengao, a composi-
cao de carga de vazio de tecido macio injetavel &€ preparada a partir do sis-
tema de multiplos componentes conforme definido acima, por exemplo, por
mistura dos componentes de referido sistema de multiplos componentes jun-
to, e/lou homogeneizagao de referidos componentes. A preparagao da com-
posicdo de carga de vazio de tecido macio injetavel pode ser efetuada em
qualquer temperatura adequada, tal como na faixa de cerca de 18 a cerca
de 37°C, por exemplo, a 25°C.

Além disso, a composigdo de carga de vazio de tecido macio in-
jetavel, conforme definida acima, pode adicionalmente incluir qualquer com-
ponente adequado para, por exemplo, aumentar, fortalecer, suportar, repa-
rar, reconstruir, curar, ocluir ou encher um vazio, tais como fatores de cres-
cimento, agentes quimioterapicos ou farmacolégicos, agentes biologicamen-
te ativos, compostos de endurecimento e/ou adesivo, e aditivos minerais.
Estes compostos e/ou agentes podem ser quimicamente fixados a matriz,
adsorvidos no componente particulado, por exemplo, em particulas contendo
sal de calcio, presas na matriz de fibrina ou contidas como uma molécula
livre/particula de farmaco, por exemplo, um pé.

Os componentes (b) a (d) da composigao de carga de vazio de
tecido macio injetavel, de acordo com a presente invengdo, sdo 0s mesmos
conforme definidos para o sistema de multiplos componentes caracterizado
acima.

O termo "fibrina" ndo somente refere-se a fibrinogénio totalmente
coagulado, mas, adicionalmente, inclui qualquer mistura de fibrina e fibrino-
génio que pode ocorrer durante formagao de fibrina de fibrinogénio usando
trombina e, desse modo, inclui qualquer proporgao de fibrinogénio/fibrina, e
qualquer grau de gelificacdo e/ou coagulagdao concebivel considerando-se
que nao tem impacto negativo na composig¢ao final injetada no vazio. O
componente de fibrina (a) da composi¢gao de carga de vazio injetavel da pre-
sente invengido adicionalmente inclui fibrina com somente uma pequena

quantidade de fibrinogénio, ou sem qualquer fibrinogénio deixado na referida
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fibrina. Além disso, o termo "fibrina" adicionalmente inclui qualquer forma
parcialmente ou totalmente gelificada ou coagulada de componente (a), con-
forme definido acima.

De acordo com um exemplo da presente invengdo, a quantidade
de fibrina no referido componente de fibrina (a) da composicao de carga de
vazio injetavel, conforme definido acima, varia de cerca de 5 a cerca de 100
mg/ml, tal como de cerca de 15 a 65 mg/ml, ou de cerca de 30 a 65 mg/mi
na composigao coagulada final.

De acordo com outro exemplo, a quantidade de fibrina no referi-
do componente de fibrina (a) da composigdo de carga de vazio injetavel da
presente invengao varia de cerca de 5 a cerca de 100 mg/ml na composigao
coagulada final, a quantidade de trombina no componente (b) é pelo menos
cerca de 1 IU/ml na composi¢ao coagulada final, a quantidade de plastici-
zante contida no componente (c) varia de cerca de 10 a cerca de 80% p/v na
composigcao coagulada final, e a quantidade de particulas no componente (d)
varia de cerca de 1 a cerca de 50% p/p com relagédo a composi¢gao coagula-
da final.

De acordo com a presente invengao, a composi¢ao de carga de
vazio injetavel, conforme definida acima, esta em um estado gelificado ou
coagulado, e tem uma viscosidade adequada para injegdo no vazio de tecido
macio.

Conforme aqui usado, o termo "gelificado” significa qualquer es-
tado de viscosidade elevada quando comparado ao estado inicial. Isto pode
ser observado, por exemplo, na formacao de fibrina de fibrinogénio, ou em
um sistema finamente disperso de pelo menos uma fase solida e pelo me-
nos uma fase liquida, tal como um coloide. Adicionalmente, o termo "gelifi-
cado” inclui todos os estados de gelificagdo conhecido na técnica.

O termo "coagulado” significa, por exemplo, um gel compreen-
dendo fibrina, e inclui qualquer tipo de estado de coagulagao conhecido na
técnica.

Os exemplos apresentados abaixo sdo providos como um guia

de como o material pode ser utilizado para ocluir, aumentar ou encher os
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vazios e lumens de tecido macio, e ndo sdo para serem construidos como
limitando a invengdo de qualquer modo.
Materiais:

Solugéo vedante de fibrina — P6 de fibrinogénio secado por congela-
mento reconstituido com solugdo de apro-
tinina a uma concentragdo de proteina co-
agulavel total de 91 mg/ml.

Lodixanoi - 5-[acetil-[3-[acetil-[3,5-bis(2,3-di-
hidroxipropilcarbamoil)-2,4,6-triiodo-fenil}-
amino]-2-hidréxi-propil]l-amino]-N,N'-
bis(2,3-di-hidroxipropil)-2,4,6-triiodo-
benzeno-1,3-dicarboxamida

lohexol -5-(acetil-(2,3-di-hidréxi-propil)-amino)-
N,N'-bis(2,3-di-hidroxipropil)-2,4,6-triiodo-

benzeno-1,3-dicarboxamida

Fiuoresceina -2-(6-hidroxi-3-oxo-xanten-9-il)acido  ben-
zGico
Particulas - Particulas de fosfato de tricalcio (TCP), 35

um, esféricas (Plasma Biotal, Derby UK)
Particulas de hidroxiapatita (HA) derivadas
de MBCP 60% HA/40% TCP triturado, Bi-
omatlante, Franga.

Solugado Tampao de Fosfato — NaCl Tamponado de Fosfato (0,85% de so-
lugdo salina) tamponado a pH 7,2

Trombina - 500 IU/ml de P6 de trombina secado conge-
lado reconstituido com 5 ml de tampéao de
trombina, a uma concentragdo de 500
I/ml.

Tampéao de trombina - 40 mM de CacCl,, dm H,0

Exemplo |: Preparacdo de composicdo de carga de vazio (contendo fibrina,

plasticizante e um farmaco candidato) para o tratamento de Fistulas.

Neste exemplo a composicado é pretendida para injegédo em va-
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zios de tecido macio onde enchimento e distribuicdo de farmaco local € um
requerimento. Um exemplo de tal requisito seria no tratamento de fistulas
onde o vazio pode ser enchido com um material de liberagdo de antibidtico.
A fibrina funciona como uma matriz bioldgica que permite fixagao/infiltragao
de fibroblasto, e que cura natural ocorra (Brown et al 1993). Além disso, o
uso de um agente de contraste como o plasticizante permite visualizagdo e
controle da aplicagao.

Neste exemplo, o termo antibidtico € significativo para descrever
qualquer agente antimicrobial que pode produzir um efeito terapéutico dese-
jado. Ele inclui os antibidticos "classicos" a partir dos grupos aminoglicosi-
des/carbacefems/carbapenems/cefalosporinas/glicopeptideos/marolides/mo
nobactams/penicilinas/polipeptideos/sulfonamidas e tetracilides (soluveis em
agua ou solventes organicos) e agentes antimicrobiais recentemente identifi-
cados, tais como prata particulada/coloidal ou bismuto tiGis.

O termo fistulas no contexto & tomado para significar fistulas
simples nao-ramificadas a partir dos grupos (mas nao-limitados a) fistulas
anais, fistulas anorretais, fistulas parteriovenosa, fistulas gastricas, fistulas
intestinais, fistulas vaginais, e fistulas broncoesofageais. A "fluidez" da com-
posigado por um periodo de tempo pds-mistura pode permitir melhor enchi-
mento de fistulas mais complexas e taxas de sucesso aumentadas quando
do tratamento das mesmas (quando comparado a fibrina normal). Contudo,
adicionalmente, investigacao é requerida para demonstrar isto.

Método:

A composigao é injetada como um liquido em um vazio (molde).
Apo6s uma hora as composigdes coaguladas sao transferidas para uma solu-
¢ao salina de tampao de fosfato, e a liberagéo de fluoresceina medida.

Coagulos com glicerol: Um plasticizante com 40% (glicerol) e 10
IU/ml de solugdo de trombina € preparado em um tampao de diluicdo de
trombina (40 mM de CaCl, em agua destilada dupla). A solugao é entdo ho-
mogeneizada. A solugdo é centrifugada para remover bolhas e esterilizada
por filtragem através de um filtro de 0,22 ym. O fibrinogénio € misturado com

trombina/plasticizante em uma proporgcao de 1:1 (portanto, a concentragao
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de plasticizante no coagulo gelificado é repartida ao meio).

Para isto, 1 ml da solugao de glicerol/trombina é transferida para
uma seringa de 5 ml. 1 mi de fibrinogénio (91 mg/ml) é transferido para uma
seringa separada de 5 ml. As particulas (fluoresceina em pé secada 0,05 g)
sdo pesadas e colocadas em outra seringa de 5 ml.

As seringas contendo as particulas e a trombina sao ligadas via
um adaptador Luer, e a trombina/glicerol e particulas homogeneizadas por
transferéncia dos conteudos de seringa para seringa totalmente.

As seringas contendo a trombina/glicerol/particulas e o fibrino-
génio sao ligadas, via um adaptador Luer e os contelldos homogeneizados.

O material permanece liquido por aproximadamente 1-1,5 minu-
tos. Durante este tempo ele pode ser injetado no defeito ou alternativamente
apoés uns poucos minutos ele pode ser distribuido como um gel pré-formado.

Coagulos com iodixanol: um plasticizante 60% (iodixanol) e 75
IU/ml de solugdo de trombina é preparado em um tampao de diluicdo de
trombina (40 mM de CaCl, em agua destilada dupla). A solugédo €&, entéo,
homogeneizada. A solugado é centrifugada para remover bolhas e esteriliza-
da por filtragem através de um filtro de 0,22 pym. O fibrinogénio & misturado
com trombina/plasticizante em uma proporcao de 1:1 (portanto, a concentra-
¢ao de plasticizante no coagulo gelificado € repartida ao meio a 30%).

Para isto, 2 ml da solugdo de trombina/agente de contraste é
transferida para uma seringa de 5 ml. 1 ml de fibrinogénio (91 mg/ml) é
transferido para uma seringa de 5 mi separada. As particulas (fluoresceina
em po secada em 0,05 g) sdo pesadas e colocadas em outra seringa de 5
ml.

As seringas contendo as particulas e a trombina sao ligadas, via
um adaptador Luer, € a trombina/CA e particulas homogeneizadas por trans-
feréncia dos conteudos da seringa para seringa completamente.

As seringas contendo a trombina/CA/particulas e o fibrinogénio
sao ligadas, via um adaptador Luer, e os conteudos homogeneizados.
O material que permanece liquido por aproximadamente 1 minuto durante

este pode ser injetado no vazio ou alternativamente apds uns poucos minu-
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tos ele pode ser distribuido como um gel pré-formado.

A liberagao de fluoresceina de coagulos de fibrina sem plastici-
zante e com ou iodixanol ou glicerol pode ser tomada da Figura 1. A presen-
¢a do plasticizante, em adigdo a mudanga das propriedades do material, al-
tera a liberagdo do farmaco candidato permitindo uma liberagdo mais rapida
ou uma liberagdo mais prolongada/sustentada permitindo, desse modo, a
adaptar a atividade antimicrobial.

Exemplo Il: Composi¢cdo contendo fibrina, um agente de contraste e fosfato

de calcio para uso como um agente de massa no tratamento de incontinén-
cia de estresse urinaria

Em 1994, injegcdo de colageno para aumentar o esfincter uretral
recebeu aprovacdo do FDA para o tratamento de incontinéncia de estresse
associada com deficiéncia intrinseca do esfincter (ISD) nas mulheres, e in-
continéncia de poés-prostatectomia nos homens. O colageno bovino ainda
permanece o padrdo ouro apesar de problemas, tais como reagao alérgica e
falha devido a biodegradacgao (Achtari et al, 2006). Embora a literatura sugira
que a falha do colageno esteja ligada mais a um nivelamento dos depdsitos
de colageno preferivelmente do que a reabsorgao do colageno (Barth et al,
2005). Enquanto muitos dos novos agentes de massa que estdo sendo in-
vestigados estdo procurando uso de materiais nao-degradaveis, eles estao
também tentando usar materiais que tém viscosidades e elasticidades mais
proximas aquelas do tecido natural.

A composicao de fibrina/agente de contraste/hidroxiapatita, nes-
te exemplo, pode ser usada no lugar de colageno. A composigdo € um mate-
rial elastico macio melhor adequado a aplicagao do que fibrina sozinha que
colapsaria em um modo similar a colageno.

A composigio de fibrina/agente de contraste/hidroxiapatita, con-
forme definida acima, pode também incluir qualquer outro componente ade-
quado para promover reparo de tecido natural. Um exemplo de tal molécula
seria BMP-2. Uma lista mais extensiva de fatores de crescimento/agentes
bioativos preferidos é detalhada na Patente cedida US 5752974, que €, des-

se modo, incorporada por referéncia. Estes compostos e/ou agentes podem
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ser quimicamente fixados a matriz, adsorvidos no componente particulado,
por exemplo, em particulas contendo sal de calcio, presos na matriz de fibri-
na, ou contidos como uma molécula livre/particula de farmaco, por exemplo,
um po.

Método:

Ou 80% ou 60% de plasticizante (agentes de contraste iodixanol
ou io-hexol) e 75 IU/ml de solugédo de trombina é preparado em um tampao
de diluigdo de trombina (40 mM de CaCl, em agua destilada estéril). A solu-
¢ao &, em seguida, homogeneizada. A solugao é centrifugada para remover
bolhas, e esterilizada por filtragem através de um filtro de 0,22 pm. O fibrino-
génio é misturado com trombina/agente de contraste (CA) em uma propor-
¢ao de 1:1 (portanto, a concentragdo de plasticizante no coagulo gelificado é
repartida ao meio para ou 40 ou 30%).

Para isto, 2 ml da solugdo de trombina/agente de contraste €
transferida para uma seringa de 5 ml. 2 ml de fibrinogénio (91 mg/ml) é
transferido para uma seringa de 5 ml separada. As particulas de fosfato de
calcio (ca. 35 um) sao incorporadas como percentagem por peso do volume
de coagulo final (p/v). Estas sao pesadas e colocadas em outra seringa de 5
ml.

As seringas contendo as particulas e a trombina sao ligadas, via
um adaptador Luer, e a trombina/CA e particulas homogeneizadas por trans-
feréncia dos conteudos de seringa para seringa completamente. As seringas
contendo trombina/CA/particulas e o fibrinogénio sdo ligadas, via um adap-
tador Luer, e os conteudos homogeneizados. O material permanece liquido
por aproximadamente 1 minuto durante este tempo e ele pode ser injetado
no defeito, ou alternativamente apds uns poucos minutos ele pode ser distri-
buido como um gel pré-formado.

As figuras em anexo demonstram porque a composicdo da in-
vencgdo representa uma boa alternativa ao colageno. A elasticidade do mate-
rial e a capacidade de adaptar a viscosidade dos respectivos coagulos com
concentragdes diferentes de agentes de contraste e de TCP podem ser to-

madas da Figura 2. Os dados reolégicos de composi¢cbes contendo iodixanol
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como plasticizante e quantidades aumentadas de sais de calcio podem ser
tomadas da Figura 3.

A composi¢cdo pode também ser considerada para uso como
uma agente de massa para o esfincter cardiaco no tratamento de Doencga de
Refluxo Gastroesofageal (GERD). Enquanto o tratamento de GERD por este
método tem sido verificado ser ambos praticavel e seguro (Zhi et al, 2005), é
possivel que a presenga do medidor de opacidade de raios X pode permitir
monitoramento em tempo real do procedimento, e prevenir injegdo transmu-
ralmente através da parede do es6fago. Complicagbes tais como estas po-
dem ser nao-detectadas no momento do procedimento, e podem conduzir a
efeitos adversos.

Exemplo Ill: Ocluséo de Tecido

Dispositivos oclusivos s&o usualmente materiais intumesciveis.
Alguns plasticizantes conferem esta propriedade da composigdo da inven-
¢ao. Isto é principalmente devido a molécula de plasticizante grande ser pre-
sa na composigao, e ser incapaz de se difundir rapidamente a partir da ma-
triz. O resultado de rede é entrada de agua e intumescimento do material
para equilibrar as forcas osmaéticas.

Obturadores de Osso: sdo bem-conhecidos na técnica (Patente
US 6607535, US 5861043 que sao aqui incorporadas por referéncia) e sao
usadas para restringir ou prevenir passagem de cimento de osso no canal
medular durante cirurgia de substituicdo de quadril. Na patente US 6605294,
um obturador de hidrogel que hidrata rapidamente para ocluir o canal de fe-
moral é introduzido. Estes obturadores de osso de hidrogel ndo suportam
peso, mas sdo esperados ter beneficios significantes sobre obturadores de
polietileno ndo-degradaveis que permanecem como parte do implante. Uma
composigao injetavel de fibrina contendo iodixanol e trifosfato de calcio pode
também ser usada como um obturador de osso. A composi¢gdo no Exemplo
2 € uma matriz que hidrata rapidamente que intumesce em contato com flui-
do assegurando um ajuste hermético entre a composigado da invengéo e o
canal femoral. Vantagens adicionais de uso da composigao da invengao sao

que ela pode ser distribuida minimamente invasivamente e a distribuigdo
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pode ser monitorada devido a presenca do medidor de opacidade de raios
X.

Esterilizagdo Reversivel: A composi¢cao de fibrina injetavel pode
ser distribuida via um cateter para a prevengido de gravidez, conforme des-
crito na Patente US 5752974 cedida. Por este método a composigao € inje-
tada tal que os tubos de Fallopian sdo enchidos/bloqueados. A hidratagao
rapida e intumescimento da composi¢cdo previnem o ovo ou esperma de
passar através de ou ao redor da composigao. A fibrina entdao funcionaria
como uma matriz bioldégica que permite cicatrizagao natural, e que formagao
de tecido de cicatriz fibroso ocorra (Brown et al 1993). Moléculas bioativas
(tais como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento alfa
de transformacao (TGF-[alfa]), fator de crescimento beta de transformacgéo
(TGF-[beta]), fator de crescimento de célula endotelial humano (ECGF), fator
de estimulagdo de colbnia de macréfago de granulécito (GM-CSF), proteina
morfogenética de osso (BMP), fator de crescimento de osso (NGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto
(FGF), fator de crescimento similar a insulina (IGF), e/ou fator de crescimen-
to derivado de plaqueta (PDGF)), podem também serem incorporados na
matriz para adicionalmente suportar/promover formagdo de tecido. Um con-
junto completo de agentes terapéuticos que podem ser distribuidos desse
modo esta listado na Patente WO 2005086697 cedida e &, desse modo, in-
corporada por referéncia. O procedimento pode ser revertido por excisao da
porcao bloqueada e reconexao do tubo.

Oclusao Dental: A composig¢do da invengdo seria usada para o-
cluir e vedar a linha de goma em seguida a cirurgia dental. A composic¢ao é
permitida hidratar, intumescer e ocluir, proporcionando uma barreira contra
fluidos orais/ materiais alimenticios e bactéria. A composi¢cdo absorvivel sera
degradada e substituida pelo tecido natural.

Oclusao Vascular: pode ser usada para limitar ou bloquear fluxo
de sangue durante uma técnica de cirurgia, ou durante o tratamento de uma
patofisiologia. Exemplos de tais patofisiologias podem ser a limitagao do flu-

xo de sangue para um tumor ou para um aneurisma. A capacidade de distri-
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buir agentes terapéuticos junto com a composi¢do pode adicionalmente au-
mentar a adequabilidade da composigdo. No caso de um aneurisma, o fluxo
de sangue para o vaso enfraquecido pode ser restringido, e uma molécula
vasoativa incorporada para permitir remodelagem da vasculatura ao redor
do vaso enfraquecido. A vantagem da composigao da invengao € o intumes-
cimento para assegurar um bom ajuste entre a composigéo e o vaso. A alte-
ragdo do plasticizante de fibrina pode permitir controle fino de entrada de
agua, intumescimento, degradacao, e liberagdo dos agentes terapéuticos.

Exemplo IV: Distribuicdo de farmaco Local

O uso da composicdo como um veiculo de distribuicao de far-
maco local para tratar estados de doenga, tais como doenga cardiovascular, -
doenga de disco degenerativa, ulceras pépticas de geragdo, ou o tratamento
de tumores. A composicdo pode ser injetada como um liquido, ou um gel
pré-formado, em/adjacente a, ou distante do tecido afetado. A distribuicdo
especifica de local do material evitaria a necessidade de uma alta dose sis-
témica para alcancar niveis de dose eficazes no tecido. Desse modo, reduz-
se a probabilidade de toxicidade. E também possivel que a composigédo pos-
sa funcionar mecanicamente em adigdo a liberagdo de um terapéutico. Por
exemplo, em uma ulcera péptica de geracado, a composi¢ao da invencao po-
de ser injetada adjacente a ulcera onde ela agiria mecanicamente para res-
tringir o fluxo de sangue para a area. Este efeito seria aumentado pela distri-
buigdo local do vasoconstritor epinefrina. Similarmente, o uso da formulagao
pode ser usado para proporcionar suporte mecénico em reparo de disco de-
generativo, enquanto simultaneamente distribui agentes anti-inflamatérios ou
agentes esteroidais.

Citotoxinas e/ou anticorpos, analgésicos, anticoagulantes, com-
postos anti-inflamatérios, composi¢cdes antimicrobiais, citoquinas, farmacos,
fatores de crescimento, interferons, hormoénios, lipidios, osso desmineraliza-
do ou proteinas morfogenéticas de osso, fatores de indugédo de cartilagem,
oligonucleotideos, polimeros, polissacarideos, polipeptideos, inibidores de
protease, vasoconstritores, vasodilatadores, vitaminas e minerais (Patent

RE39192), as propriedades aumentadas do material da presente invengéo e
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a capacidade de se adaptar as taxas de liberagao (Figura 1.), tornam estes
mais adequyados como um veiculo de distribuigdo de farmaco local. Classes
adequadas de terapéuticos incluem, mas ndo estao limitadas a, agentes va-
soativos, agentes neuroativos, horménios, fatores de crescimento, citoqui-
nas, anestésicos e relaxantes musculares, esteroides, antibidticos, anticoa-
gulantes, agentes anti-inflamatodrios, agentes antiproliferagdao, agentes anti-
ulcera, antivirais, agentes de imunomodulagao, agentes citotoxicos, agentes
profilaticos, antigenos e anticorpos. Um conjunto completo de agente tera-
péuticos que podem ser distribuidos, desse modo, estao listados nas Paten-
tes WO 2005086697 e US N° 6605294 cedidas que sdo, desse modo, incor-

poradas por referéncia em suas totalidades.
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REIVINDICAGOES

1. Composigdo para uso como um limen de tecido macio ou
carga vazia, caracterizada pelo fato de que compreende fibrinogénio, trom-
bina, pelo menos um plasticizante e microparticulas tendo um diametro me-
dio entre 0,01 - 200 g ou menos.

2. Composicao de acordo com a reivindicagdao 1, caracterizada
pelo fato de que as microparticulas sdo uma microparticula contendo calcio.

3. Composigao de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda um agente de contraste de raios X.

4. Composi¢cao de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda um agente de contraste seleciona-
do a partir do grupo consistindo em agentes de contraste de raios X, agentes
de contraste de CT, e agentes de contraste de MRI.

5. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 4, caracterizada pelo fato de que compreende ainda um componente
adicional selecionado a partir do grupo consistindo em fatores de crescimen-
to, agentes quimioterapicos, agentes farmacoldgicos e agentes biologica-
mente ativos, tais como antibidticos selecionados a partir do grupo consistin-
do em aminoglicosideos, carbacefens, carbapenens, cefalosporins, glicopep-
tideos, marolides, monobactams, penicilinas, polipeptideos, sulfonamidas e
tetracilides soltiveis em agua e solliveis em solventes organicos, e prata ou
bismuto particulado/coloidal tidis; fatores de crescimento e agentes biologi-
camente ativos selecionados a partir do grupo consistindo em fator de cres-
cimento epidermal (EGF), fator de crescimento-alfa de transformacgéao (TGF-
[alfa]), fator de crescimento-beta de transformacdo (TGF-[beta]), fator de
crescimento de célula endotelial humana (ECGF), fator de estimulacdo de
colonia de macréfago granulécito (GM-CSF), proteina morfogenética de osso
(BMP), fator de crescimento de osso (NGF), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de cresci-
mento similar a insulina (IGF), elou fator de crescimento derivado de plaque-
ta (PDGF); terapéuticos selecionados a partir do grupo consistindo em cito-
toxinas, anticorpos, analgésicos, anticoagulantes, compostos anti-
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inflamatoérios, composi¢gées antimicrobiais, citoquinas, interferons, hormé-
nios, lipidios, proteinas de osso desmineralizada, fatores de indugéo de carti-
lagem, oligonucleotideos, polimeros, polissacarideos, polipeptideos, inibido-
res de protease, vasoconstritores, vasodilatadores, vitaminas e minerais,
agentes vasoativos, agentes neuroativos, anestésicos, relaxantes muscula-
res, esteroides, anticoagulantes, agentes anti-inflamatérios, agentes de anti-
proliferagao, agentes antitlcera, antivirais, agentes de imunomodulagéo,
agentes citotoxicos, agentes profilaticos, antigenos e anticorpos.

6. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1 ou 5, caracteri-
zada pelo fato de que o componente adicional pode estar contido ou no fibri-
nogénio, trombina, plasticizante, ou microparticulas.

7. Composi¢cao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o componente de fibrinogénio contém uma ou mais das se-
guintes proteinas selecionadas a partir do grupo consistindo em fibronectina,
proteinas associadas celulares e proteinas derivadas de plasma.

8. Composicao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que o componente de fibrinogénio compreende pelo menos uma
proteina selecionada a partir do grupo consistindo em Fator XllI, proteases,
inibidores de protease, ou misturas dos mesmos.

9. Composigao de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracte-
rizada pelo fato de que o componente de trombina contém as micropar-
ticulas.

10. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizada
pelo fato de que a microparticula € uma microparticula de fosfato de calcio.

11. Composigdo de acordo com a reivindicagéo 1, 2 ou 9, carac-
terizada pelo fato de que o agente de contraste € um composto organico
contendo iodo.

12. Composig¢ao de acordo com a reivindicagdo 11, caracteriza-
da pelo fato de que o composto organico contém um elemento terroso.

13. Composigao de acordo com a reivindicagéo 12, caracteriza-
da pelo fato de que o composto organico contém gadolinio.

14. Composigao de acordo com a reivindicagao 3 ou 11, caracte-
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rizada pelo fato de que o agente de contraste & selecionado a partir do grupo
consistindo em diatrizoato, iodecol, iodixanol, iofratol, iogulamida, ichexol,
iomeprol, iopamidol, iopromida, iotrol, ioversol, ioxagulato e metrizamida, e
misturas dos mesmos.

15. Composigao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que a quantidade de plasticizante na composigao € de 10 a 80%
da formulacao final.

16. Composigao de acordo com a reivindicagao 15, caracteriza-
da pelo fato de que a quantidade de plasticizante na composicao é de 15 a
60% p/v da formulagao final.

17. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 16, caracteriza-
da pelo fato de que a quantidade de plasticizante na composi¢do € de 20 a
40% p/v da formulacao final.

18. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada
pelo fato de que a particula contendo calcio € selecionada a partir do grupo
consistindo em fosfato de tricaicio, fosfato de alfa-tricalcio, fosfato de beta-
tricalcio, fosfato de calcio, um polimorfo de fosfato de calcio, hidroxiapatita,
carbonato de calcio, sulfato de calcio, alfa-trifosfato de calcio, beta-trifosfato
de calcio, e misturas dos mesmos.

19. Composigao de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracte-
rizada pelo fato de que as microparticulas tém um didametro médio de 0,01
pm a 100 ym.

20. Composicao de acordo com a reivindicagao 19, caracteriza-
da pelo fato de que as microparticulas tém um didmetro médio de 0,01 pm a
50 pym.

21. Composigao de acordo com a reivindicagcao 1 ou 2, caracte-
rizada pelo fato de que o peso da microparticula € de 1 a 50% p/p da com-
posigao total.

22. Composigao de acordo com a reivindicagcdo 1 ou 2, caracte-
rizada pelo fato de que o peso da microparticula € de 10 a 45% p/p da com-
posicao total.

23. Composigao de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracte-
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rizada pelo fato de que o peso da microparticula € de 30 a 40% p/p da com-
posicao total.

24. Composicao de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a quantidade de fibrina na composi¢éo € 10 a 200 mg/ml.

25. Composigao de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada
pelo fato de que a quantidade de fibrina na composi¢dao € 25 mg/ml - 50
mg/mi.

26. Composigao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a composicéo esta presente na forma de uma solugdo de-
pendendo das propor¢cdes dos componentes.

27. Composigao de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizada
pelo fato de que a composicdo esta presente na forma de uma dispersao
dependendo das propor¢des dos componentes.

28. Composigao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a composicao estad presente na forma de um sélido depen-

dendo das proporgdes dos componentes.



% de Fluoresceina de Coagulo

100

Qo
o
1

[)]
o

H
o

N
o

|

1/3

o\ e N v ees S8

—e— Fibrin + glycerol
~\- Fibrin + iodixanol
..... e FibDriN

.v‘“\\v.

T T T T T

20 40 60 80 100
Tempo Quadrado (minutos)

Fig 1.

120



2/3

600
’\
—
500 ——
\
\
400 E—— — J

~— o L 4
:::::jiffi:;;;;:;;;:::;;:>Y<:j’ -

300

200 ///\

—e—lohexol 0% TCP (wiw)
—e— |ohexol 23% TCP (w/w)
—~—=—lohexol 33% TCP (wiw)

Viscosidade Complexa (P.a.s)

Vv

100 +_,_ lodixanol 0% TCP
—e— lodixanol 23% TCP (w/w)
—=— lodixanol 33% TCP (w/w)
0 T T 1
250 300 350 400 450

Concentracgéo de plastificante na composicdo coagulada (mG/ml)

Fig 2.



3/3

lodixanol 30%

10000+ —+— Moddulo de Armazenamento 50% TCP
—o— Mdédulo de Armazenamento 30% TCP
—=— Moédulo de Armazenamento 0% TCP

‘© -

o, 1000 —= Médulo de Perda 50% TCP

% —+— Moddulo de Perda 30% TCP

:8 100 —»— Modulo de Perda 0% TCP

=

10-

Viscosidade Complexa
[Pa.s]

T T T ) L
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (segundos)

1000- 30
°-; —=— Viscosidade Complexa 50% CP
4 —— Viscosidade Complexa 30% CP

500 E —— Viscosidade Complexa 0% CP
o
3 ~
> —— Angulo de Fase 50% CP

| «< —— Angulo de Fase 30% CP
0

—a— Angulo de Fase 0% CP

T 1 1 1 T L
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (segundos)

Fig 3.



10

RESUMO
Patente de Invencao: "COMPOSICAO PARA USO COMO UM LUMEN DE
TECIDO MACIO OU CARGA VAZIA".

A presente invencéao refere-se a composi¢céo baseada em fibrina
microporosa injetavel, totalmente reabsorvivel, para uso como um limem de
tecido macio e carga de vazio. A composi¢cdo do presente pedido exibe ca-
racteristicas fisicas, tais como propriedades mecanicas tipicamente vistas
em elastdmeros e estabilidade mecanica, que é superior a fibrina sozinha.
Uma variedade de propriedades da composigdo da presente invengédo pode
ser eficaz e finamente sintonizada e alterada pelo ajuste do tipo e conteudo
das particulas, bem como do plasticizante contido na composi¢cao de carga

de vazio.
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