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DESCRIPCION

Utilizacién y aplicaciones médicas de polimeros de poli(hidroxialcanoatos).
Campo de la invencion

La invencion presente se refiere en general a implantes médicos que contienen biopolimeros de poli(hidroxialca-
noatos) (“PHA”), asi como a los usos médicos y los métodos para su preparacion.

Antecedentes de la invencion

En el drea médica se ha desarrollado un nimero de polimeros degradables que se descomponen in vivo en sus
mondmeros respectivos en un plazo de semanas o de unos pocos meses. A pesar de la disponibilidad de estos polimeros
sintéticos biodegradables, existe una necesidad de desarrollar polimeros degradables que puedan extender atin mas el
alcance de las propiedades disponibles, particularmente las propiedades mecdnicas.

Los poli(hidroxialcanoatos) son poliésteres naturales termopldsticos y pueden procesarse mediante técnicas tradi-
cionales de polimeros para su uso en una enorme gama de aplicaciones, incluyendo el empaque de bienes de consumo,
el forro de los pafiales desechables y las bolsas de basura, alimentos y productos médicos. Los esfuerzos iniciales se
enfocaban en las aplicaciones de moldeado, en particular para el empaque de bienes de consumo tales como bote-
llas, recipientes de cosméticos, plumas y soportes de pelotas de golf. Las Patentes de los EE.UU. nimeros 4826493
y 4880592 describen la produccién de peliculas de poli((R)-3-hidroxibutirato) (“PHB”) y poli((R)-3-hidroxibutirato-
co-(R)-3-hidroxivalerato (“PHBV”) y su uso como refuerzo de la parte posterior de los pafiales. La Patente de los
EE.UU. n°. 5292860 describe la produccién del copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) y el uso de
estos polimeros para fabricar la pelicula del refuerzo de la parte posterior de pafiales y otros elementos desechables.
Los materiales del refuerzo de la parte posterior de los pafiales y otros materiales para la confeccién de articulos de
higiene personal, biodegradables o reciclables, a partir de copolimeros PHB diferentes del PHBV se describen en los
documentos PCT WO 95/20 614, WO 95/20 621, WO 95/23 250, WO 95/20 615, WO 95/33 874, WO 96/08 535, y
las Patentes de los EE.UU. Nos. 5502 116, 5 536 564 y 5 489 470.

Una de las propiedades mas utiles de los PHAs que los distingue rdpidamente de los polimeros derivados de la pe-
troquimica es su biodegradabilidad Producidos naturalmente a través de las bacterias del suelo, los PHAs se degradan
mediante exposicién subsiguiente a estas mismas bacterias en suelos, abonos o sedimentos marinos. La biodegra-
dacién de los PHAs depende de un nimero de factores, tales como la actividad microbiana del ambiente y el drea
superficial del elemento. También son factores importantes la temperatura, el pH, el peso molecular y la cristalinidad.
La biodegradacién comienza cuando los microorganismos comienzan a crecer sobre la superficie de las enzimas de
excrecion y plasticas que descomponen el polimero en unidades monoméricas de hidroxidcidos, que son entonces
asimiladas por los microorganismos y utilizadas como fuentes de carbono para su crecimiento. En ambientes aerébi-
cos los polimeros se degradan a diéxido de carbono y agua, mientras que en ambientes anaerébicos los productos de
degradacién son didxido de carbono y metano (Williams & Peoples, CHEMTECH, 26:38-44 (1996)). Mientras que se
considera ampliamente que el mecanismo para la degradacién de PHAs en el ambiente es la via del ataque enzimético
y puede ser relativamente rapido, el mecanismo de degradacion in vivo en general se entiende que involucra el ataque
hidrolitico simple sobre los enlaces ésteres de los polimeros, en los que pueden o no mediar las proteinas. A diferen-
cia de los polimeros que contienen 2-hidroxidcidos tales como el 4cido poliglicélico y el acido polilactico, los poli
(hidroxialcanoatos) normalmente estdn compuestos por 3-hidroxidcidos y, en ciertos casos 4-, 5-, y 6-hidroxidcidos.
Los enlaces ésteres derivados de estos hidroxidcidos son menos susceptibles en general a la hidrélisis que los enlaces
ésteres derivados de los 2-hidroxidcidos.

Los investigadores han desarrollado procesos para la produccién de una gran variedad de PHAs y se han incorpo-
rado a polimeros alrededor de 100 mondmeros diferentes en condiciones de fermentacién controlada (Steinbiichel &
Valentin, FEMS Microbiol. Lett., 128:219-28 (1995)). Actualmente hay s6lo dos composiciones de PHA disponibles
comercialmente: PHB y PHBV. Debido a la gran diversidad de sus composiciones, pueden producirse PHAs con una
gama de propiedades fisicas (Steinbiichel & Valentin, FEMS Microbiol. Lett., 128:219-28 (1995)). Los PHAs dis-
ponibles comercialmente, PHB y PHBYV, representan s6lo un pequefio componente de los conjuntos de propiedades
disponibles en los PHAs. Por ejemplo, la elongacién a ruptura de los PHBs se encuentra entre 4 y 42%, mientras que
la misma propiedad en el caso del poli(4-hidroxibutirato) (“P4HB”) es de alrededor del 1000% (Saito & Doi, Int. J.
Biol. Macromol. 16: 99-104 (1994)). De forma similar, los valores del médulo de Young y la fuerza de traccion para
los PHB y PHBV son de 3,5 a 0,5 GPa y de 40 a 16 MPa respectivamente (para incrementar el contenido HV a 25%
mol.), en comparacién con 149 MPa y 104 Mpa respectivamente para PAHB (Saito & Doi, Int. J. Biol. Macromol. 16:
99-104 (1994)).

Los PHB y PHBYV han sido estudiados extensamente para su uso en aplicaciones biomédicas, en adicién a su uso
comercial como un reemplazo biodegradable de resinas de productos sintéticos. Estos estudios abarcan desde usos
potenciales en liberacién sostenida (véanse e.g., Koosha, et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 6:117-30 (1989)
and Pouton & Akhtar, Adv. Drug Delivery Rev., 18:133-62 (1996)), al uso en la formulacién de pastillas, suturas
quirdrgicas, vendajes, polvos lubricantes, vasos sanguineos, bastidores de apoyo de tejido, implantes quirtirgicos para
unir partes tubulares del cuerpo, placas de fijacién de fracturas 6seas y otros usos ortopédicos, tal como se describen en
el documento PCT WO 98/51 812. Los vendajes hechos de PHB se presentan en el documento G.B. 216 354 de Webb,
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et al. El uso de PHB y PHBV para la preparacién de una ldmina porosa, flexible bioreabsorbible para la separacién
de tejidos y la estimulacién de su regeneracion en tejido blando dafado, constituye un avance del desarrollo médico
descrito en el documento EP 754 467 A1 de Bowald et. A., y en el documento EP 349 505 AD. También hay informes
que describen el uso de PHBV para apoyar el crecimiento celular ((Rivard, ef al., J] Appl. Biomat., 6:65-68 (1995)).

Ademds de la biocompatibilidad, también a menudo se desea que el dispositivo médico implantado se degrade lue-
go que ha sido cumplida su funcién primaria. E1 PHB y PHBV son los tinicos PHAs probados como implantes médicos
hasta la fecha que han mostrado periodos de degradacién in vivo muy prolongados, de mas de un afio para el PHB
(Duvernoy, et al. Thorac. Cardiovasc. Surgeon 43:271-74 (1995); Malm, et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 104:600-
07 (1992). Para muchas aplicaciones, no es deseable este tiempo de degradacién tan largo ya que la persistencia del
polimero en el lugar de curacion de la herida puede llevar a una respuesta inflamatoria crénica en el paciente. Se ha
visto que los parches de PHB de degradacién lenta utilizados para regenerar tejido arterial desarrollan una respuesta
macrdfaga a largo plazo (de més de dos afios) (Malm, et al.,. Eur. Surg. Res. 26:298-308 (1994). Se identificaron los
macréfagos como involucrados en la degradacién de los implantes de PHB y esta respuesta macréfaga a largo plazo
parece indicar la presencia de un material de particulas persistente, de lenta degradacién, que se origina a partir del
implante. Aunque un parche de PHB utilizado para la reparacién del pericardio no pudo ser detectado bajo microsco-
pia ligera regular luego de 12 meses de implantacion, se observd un pequefio material residual de particulas mediante
microscopia de luz polarizada (Malm, et al., Scand. J. Thor. Cardiovasc. Surg. 26:9-14 (1992)). No queda claro si
este material de particulas se queda colocado en el sitio del implante o si éste emigra a través del cuerpo, causando
posiblemente complicaciones imprevistas. La suerte bioldgica, o el impacto médico de este material de particulas,
no pueden predecirse sin un estudio a largo plazo. Para minimizar los problemas potenciales asociados a los PHAs
de degradacidon lenta, resulta ventajoso utilizar materiales reabsorbibles con capacidad de degradacién in vivo mas
rapida.

Hay un solo reporte que describe la biocompatiblidad o la degradacidn in vivo de cualquier otro polimero de PHA
en aplicaciones biomédicas (PCT WO 98/51 812). La Patente de los EE.UU. n° 5 334 698, otorgada a Witholt et. al.,
expone articulos médicos fabricados con un poliéster activo desde el punto de vista 6ptico aislado a partir de células
Pseudomonas oleovorans; sin embargo, no se muestran ejemplos o discusidon alguna sobre pruebas realizadas a la
fabricacion o biocompatibilidad, y no se brindan métodos para obtener el polimero en una forma pura apropiada para
su uso médico in vivo. Como la bacteria apropiada para la produccién de estos polimeros puede producir también una
endotoxina, asi como otros mediadores inflamatorios, es importante que el polimero sea procesado para eliminar estos
contaminantes.

Para muchas aplicaciones, la velocidad de biodegradacién del PHA es adecuada a la vida requerida del producto.
Sin embargo, en ciertos casos seria deseable que pudiera ejercerse mas control sobre la velocidad a la cual los poli-
meros se desintegran en el ambiente. Tal control extenderia la gama de aplicaciones de esta clase de polimeros. Por
ejemplo, una pelicula de PHA puede tener propiedades mecénicas apropiadas para su uso como una pelicula de abono,
sin embargo no tener la velocidad de degradacidn 6ptima para la aplicacién. La posibilidad de controlar la velocidad
de degradacidon del polimero en el ambiente seria por tanto una ventaja distintiva.

La Patente de los EE.UU. n°® 5 935 506 presenta una endoprétesis de PHB. La construccion de la endoprétesis que
se reporta se bioreabsorbe rdpidamente, contiene una gran cantidad de plastificador. Sin embargo, el enfoque de PHB
plastificado no funciona, ya que se mostré una estenosis de la endoprétesis mayor del 90% después de cuatro semanas
(véanse Behrend, American J. Cardiol. p. 45, TCT Abstracts (Oct. 1998); Unverdorben, ef al., American J. Cardiol. p.
46, TCT Abstracts (Oct. 1998)). Seria ventajoso aportar una endoproétesis bioreabsorbible con propiedades mecdnicas
mejoradas sin plastificador.

Por tanto, mientras los poli(hidroxialcanoatos) ofrecen un amplia gama de propiedades mecdnicas que son poten-
cialmente utiles en aplicaciones médicas, su uso particularmente in vivo como polimeros reabsorbibles se ha limitado
debido a su hidrdlisis lenta. Seria por tanto deseable el desarrollo de métodos para controlar la velocidad de degrada-
ci6n de los poli(hidroxialcanoatos).

El documento PCT WO98/51 812 expone métodos para fabricar una gama amplia de materiales biodegradables,
biocompatibles de poliéster conocidos como poli(hidroxialcanoatos). Estos materiales se pueden producir con una alta
pureza y son apropiados para su uso en aplicaciones médicas in vivo.

Es, por tanto, un objeto de esta invencién brindar nuevos inventos y usos para composiciones compuestas por o
derivadas de poli(hidroxialcanoatos) que se degraden con mayor rapidez en el ambiente y/o in vivo.

Otro objeto de esta invencion radica en aportar métodos para la fabricacion de articulos y medios a partir de estas
composiciones.

Sumario de la invenciéon
Segtn la presente invencién se brinda un implante médico, biocompatible, para la fijacion, afianzamiento, apo-

yo, reparacion o refuerzo del tejido blando, conteniendo el implante una composicién del homopolimero de poli(4-
hidroxibutirato);



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2295021 T3

en el que la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) contiene aditivos que alteran la estabilidad
quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio en el intervalo de 10 000 a 10
000 000 Daltons,

en el que el implante se selecciona entre el grupo que consta de fijadores de sutura; dispositivos de reparacién de
menisco; remaches, clavijas, tornillos de interferencia, mallas quirdrgicas para implantes de tejido blando para el re-
fuerzo de tejido blando, para tirantes de defectos fasciales, para un parche de traquea u otro 6rgano, para recuperacion
de 6rganos, para material dural de injerto, para vendajes de heridas o quemaduras o para un tapén hemostético, ca-
bestrillos, pasadores ortopédicos, barreras adhesivas, endoprdtesis cardiovasculares, de gastroenterologia o de uretra;
dispositivos de reparacién articular de cartilago; guias de nervios, dispositivos de reparacién de tendones, dispositivos
de reparacidn septal atrial, parches cardiovasculares para injertos vasculares, parcheo intracardiaco o cierre mediante
parches después de endarterectomia; y parches de reparacion para la reparacién de defectos de paredes abdominales
y tordcicas, para hernias inguinales, ventrales, paraumbilicales, de escrotos o hernias femorales y de paracolostomias,
para refuerzo de pliegues musculares, para refuerzo de incisiones largas y engrapados, para la reconstruccién de la
pared pélvica, para la reparacidn de prolapso vaginal o rectal, para sostén de suturas y engrampados, para reparacién
urinaria o de vejiga o para vendajes.

Se brinda también un método para fabricar un implante médico biocompatible para la fijacion, soporte, afianza-
miento, reparacion o refuerzo de tejido blando, conteniendo el implante una composicién de homopolimero de poli(4-
hidroxibutirato),

en el que la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) contiene opcionalmente aditivos que alteran
la estabilidad quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio en el intervalo de 100.00 a
10.000.000 Daltons, y comprende

el aporte de una composicién de homopolimero de poli(4-hidroxibutirato).

Las velocidades de degradacion de los polimeros pueden manipularse mediante la adicién de varios componentes
a las composiciones poliméricas, asi como la seleccién de la composicién quimica, el peso molecular, las condicio-
nes de procesamiento y la forma del producto polimérico final. La composicién quimica puede alterarse a través de
la seleccién de mondémeros que puedan incorporarse al polimero, mediante alteracién de sus enlaces, de la cadena
principal quimica o de los grupos pendientes y/o mediante la manipulacién del peso molecular. La composicion de
poli(hidroxialcanoato) en el implante de la invencién presente puede contener aditivos para alterar la velocidad de
degradacion. Puede incrementarse la porosidad, las sustancias hidréfilas incluidas y/o el area de exposicion al agua,
todo lo cual

en el que la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) contiene aditivos que alteran la estabilidad
quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio en el intervalo de 10.000 a
10.000.000 Daltons,

formando o incorporando la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) en un implante selecciona-
do entre el grupo que consta de fijadores de sutura; dispositivos de reparaciéon de menisco; remaches, clavijas, tornillos
de interferencia, mallas quirtirgicas para implantes de tejido blando para el refuerzo de tejido blando, para tirantes de
defectos fasciales, para un parche de traquea u otro 6rgano, para recuperacion de 6rganos, para material dural de injer-
to, para vendajes de heridas o quemaduras o para un tapén hemostatico, cabestrillos, pasadores ortopédicos, barreras
adhesivas, stents cardiovasculares, de gastroenterologia o de uretra; dispositivos de reparacién articular de cartilago;
guias de nervios, dispositivos de reparacién de tendones, dispositivos de reparacion septal atrial, parches cardiovascu-
lares para injertos vasculares, parcheo intracardiaco o cierre mediante parches después de endarterectomia; y parches
de reparacién para la reparacién de defectos de paredes abdominales y tordcicas, para hernias inguinales, ventrales,
paraumbilicales, de escrotos o hernias femorales y de paracolostomias, para refuerzo de pliegues musculares, para
refuerzo de incisiones largas y engrapados, para la reconstruccién de la pared pélvica, para la reparaciéon de pro-
lapso vaginal o rectal, para sostén de suturas y engrampados, para reparacion urinaria o de vejiga o para vendajes. >
aumentaran la velocidad de degradacién. Los recubrimientos hidréfobos o la incorporacién a, o mezcla con, sustancias
hidr6fobas con el polimero disminuirédn la velocidad de degradacion.

Los implantes preferidos incluyen fijadores de suturas, dispositivos de reparacion de meniscos, remaches, clavijas,
tornillos de interferencia, malla quirdrgica para los usos antes descritos, parches de reparacidn para los usos antes des-
critos, cabestrillos, parches cardiovasculares para los usos antes descritos, pasadores ortopédicos (incluyendo material
para el aumento de relleno 6seo), barreras de adhesion, los stents antes descritos, dispositivos de reparacion articular
de cartilagos, guias de nervios, dispositivos de reparacién de tendones y dispositivos de reparacion de defectos septa-
les atriales. Las composiciones de poli(hidroxialcanoatos) pueden utilizarse tanto en aplicaciones médicas existentes
como en nuevas, incluyendo la administracién de medicamentos y la liberacién sostenida de medicamentos y otros
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materiales bioactivos. Las composiciones de poli(hidroxialcanoatos) pueden también utilizarse para hacer o confor-
mar recubrimientos de una gran diversidad de dispositivos tales como, stents, catéteres y sensores. Sus ventajas en
aplicaciones existentes o nuevas radican en el uso de un material sustituto biodegradable en la aplicacién, o adicién
de cualquier otra caracteristica o atributo deseado asociado con la aplicacion o uso, tal como una propiedad mecénica
o de superficie, propiedad fisica o quimica, técnica de esterilizacién, biocompatibilidad, mecanismo de degradacion,
preferencia de empaque y/o un tema de estabilidad.

Como demuestran los ejemplos, las composiciones de poli(hidroxialcanoatos) que contienen poli((4HB) tienen
propiedades mecdnicas extremadamente favorables, asi como el hecho de que son biocompatibles y se degradan den-
tro de marcos de tiempo apropiados bajo condiciones fisiolégicas. Estos materiales de poli(hidroxialcanoatos) brindan
un intervalo mas amplio de velocidades de degradacion de poli(hidroxialcanoatos) en comparacién con los que actual-
mente estan disponibles.

También se describen los métodos para el procesamiento de estos materiales para convertirlos en dispositivos que
puedan ser implantados o inyectados.

Breve descripcion de los diagramas

La Figura 1 es un esquema de biopolimeros de PHA divididos grosso modo en grupos de acuerdo a la longitud de
sus grupos pendientes y de sus rutas biosintéticas respectivas.

La Figura 2a es un esquema de las rutas mediante las cuales se derivan los grupos pendientes cortos de PHAs. La
Figura 2b es un esquema de las rutas mediante las cuales se derivan los grupos pendientes largos de PHAs.

La Figura 3 es un grafico de la degradacién in vivo del PAHB en el tiempo (semanas).

Descripcion detallada de la invencion

Se han desarrollado implantes médicos que contienen una composicién biocompatible de poli(hidroxialcanoatos)
tal como se define en la Reivindicacién 1 que se anexa

L. Definiciones

Un “polimero bioerosionable” es un polimero no soluble en agua que se convierte bajo condiciones fisioldgicas
en material soluble en agua sin tener en cuenta el mecanismo especifico involucrado en el proceso de erosién. La
“bioerosion” incluye tantos procesos fisicos (tales como la disolucién) como procesos quimicos (tales como escision
de la cadena principal). El prefijo “bio” indica que la erosidon ocurre bajo condiciones fisiolégicas en oposicién a
otros procesos de erosidn, causados, por ejemplo, por altas temperaturas, acidos fuertes o bases, luz ultravioleta o
condiciones atmosféricas. Los términos “bioreabsorcién” y “bioabsorcidon” se utilizan indistintamente y a menudo
implican que el polimero o sus productos de degradacién son eliminados mediante actividad celular (e.g. fagocitosis)
en un ambiente bioldgico.

Tal como se utiliza en la presente solicitud en referencia a los polimeros, el término “degradar” se refiere a escision
en la cadena del polimero, de tal manera que el peso molecular se mantenga aproximadamente constante al nivel de
oligébmero, manteniendo las particulas del polimero después de la degradacion. El término “degradacién completa”
se refiere a la escision del polimero a nivel molecular de manera que haya esencialmente pérdida total de masa. El
término “degradacién” tal como se utiliza en la presente solicitud incluye “degradacion completa” a menos que se
indique lo contrario.

Biocompatible se refiere a materiales que no generan una respuesta toéxica o inmunoldgica severa luego de su
implantacién o ingestion.

II. Composiciones de Poli(hidroxialcanoatos) (“PHA”)
(1) Composiciones de Polimeros

Los materiales de los PHAs contienen una o mds unidades, por ejemplo entre 10 y 100.000 y preferiblemente entre
100 y 30.000 unidades de la siguiente férmula I:

—~OCR'R*(CR’R*),CO-;

en la que n es un entero, por ejemplo entre 1y 15, y en una realizacién preferida, entre 1 y 4; y en la que R!, R, R3,
y R* pueden ser independientemente radicales de hidrocarburos que incluyen radicales de hidrocarburos de cadena
larga; radicales halo e hidroxi sustituidos; radicales hidroxi; radicales hal6genos; radicales sustituidos con nitrégeno;
radicales sustituidos con oxigeno y/o dtomos de hidrégeno.
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La formula -(CR*R*)n- incluye las férmulas siguientes:

—CR3R*- (donde n=1);
—CR?*R*CR¥R¥ - (donde n=2); y
—CR’R*CR¥R¥CR¥'R*' - (donde n=3);

en la que R?, R*, R3’, R4’, R3” y R*' pueden ser independientemente radicales de hidrocarburos incluyendo radicales
de hidrocarburos de cadena larga; radicales halo e hidroxi sustituidos; radicales hidroxi; radicales hal6geno; radicales
sustituidos con nitrégeno; radicales sustituidos con oxigeno; y/o dtomos de hidrégeno. Por tanto la férmula I incluye
unidades derivadas de 3-hidroxidcidos (n=1), 4-hidroxiacidos (n=2) y 5-hidroxidcidos (n=3).

Estas unidades pueden ser las mismas en un homopolimero o ser unidades mas diferentes, como por ejemplo en un
copolimero o terpolimero. Los polimeros tipicamente tienen un peso molecular sobre 300, por ejemplo entre 300 y 107,
0, como los homopolimeros de poli(4-hidroxibutiratos) empleados en la presente invencién, de 10.000 a 10.000.000
Daltons.

Los materiales de los PHAs pueden contener o ser modificados para incluir otras moléculas, tales como compuestos
bioactivos y detectables, agentes superficiales activos, otros polimeros degradables o no degradables, asi como mate-
riales utilizados para modificar las propiedades mecanicas de los PHAs tales como plastificadores, rellenos, agentes
nucleadores, colorantes, estabilizadores, modificadores y aglutinantes.

PHAs s representativos se describen en Steinbiichel & Valentin, FEMS Microbiol. Lett., 128:219-28 (1995).

Los PHB y P4HB poseen propiedades fisicas muy diferentes. Se conocen o pueden prepararse una gama de co-
polimeros PHA que contienen 4-hidroxibutirato con una gama de propiedades intermedias entre las de los PHB y las
de los P4HB (Saito & Doi, Int. J. Biol. Macromol. 16:99-104 (1994)). Sin embargo, no se han reportado aplicaciones
biomédicas, pruebas de biocompatibilidad ni degradacién in vivo del PAHB y sus copolimeros. Los copolimeros PHA
de 4HB y 3HB que varfan en composicién del 0 al 100% 4HB se han producido en Alcalaigenes eutrophus (Nakamu-
ra, et al. Macromol. 25:4237-31 (1992)) y de 64 a 100% 4HB en Comamonas acidovorans (Saito & Doi, Int. J. Biol.
Macromol. 16:99-104 (1994)). Sin embargo, estos polimeros eran de una masa molecular modesta (1 x 10° a 5 x 10°
g/mol, por GPC) en comparacién con la masa molecular producida en E. coli recombinante (mayor de 5 x 10° g/mol,
GPC)

Los biopolimeros de PHAs pueden dividirse grosso modo en tres grupos segun la longitud de sus grupos pendien-
tes y sus rutas biosintéticas respectivas (Figura 1). Aquellos con grupos pendientes cortos, tales como un polichidroxi-
butirato) (PHB), unidades de un homopolimero de R-3-4cido hidroxibutirico (R-3HB), son materiales termoplasticos
altamente cristalinos, y se conocen como los mds largos (Lemoigne & Roukhelman, Annales des fermentations, 5:527-
36 (1925)). Un segundo grupo de PHAs que contiene las unidades cortas R-3HB, polimerizadas aleatoriamente con
unidades de grupos pendientes mucho mads largos de dcidos hidroxi, se report primeramente a principios de los afios
setenta (Wallen & Rohwedder, Environ. Sci. Technol., 8:576-79 (1974)). También se conoce un nimero de microorga-
nismos que producen especificamente copolimeros de R-3HB con estas unidades de grupos pendientes mds largos de
dcidos hidroxi y que pertenecen a este segundo grupo (Steinbiichel & Wiese, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37:691-97
(1992)). A principios de los afios ochenta, un grupo de investigacion en los Paises Bajos identificé un tercer grupo de
PHAs que contenia dcidos hidroxi de grupos pendientes predominantemente mds largos (De Smet, et. al., J. Bacteriol.,
154:870-78 (1983)).

Los polimeros a base de PHAs pueden constituir hasta un 90% del peso en seco de las células de las bacte-
rias y se encuentran como granulos dentro de las células de las bacterias. Estos granulos de PHA se acumulan en
respuesta a la limitacién de nutrientes y sirven como materiales de reserva de carbono y energia. Se utilizan ru-
tas distintivas por parte de los microorganismos para producir cada tipo de estos polimeros. Una de estas rutas que
llevan a los poli(hidroxialcanoatos) de grupos pendientes cortos (SPGPHAs) involucra a tres enzimas, a saber, la
tiolasa, la reductasa y la sintasa PHB (también denominada polimerasa). Utilizando esta ruta, se sintetiza el homo-
polimero de PHB por condensacién de dos moléculas de la acetil-Coenzima A para dar acetoacetil-Coenzima A,
seguida de reduccién de este intermediario a R-3-hidrobutirilo-Coenzima A y subsiguiente polimerizacién (Figura
2a). La ultima enzima en esta ruta, la sintasa, tiene una especificidad de sustrato que puede acomodar unidades mo-
noméricas C3-C5 incluyendo unidades del dcido R-4-hidroxi y dcido R-5-hidroxi. La ruta biosintética se encuentra,
por ejemplo, en las bacterias Zoogloea ramigera y Alcaligenes eutrophus. La ruta biosintética que se utiliza para
alcanzar el tercer grupo de PHAs, los poli(hidroxialcanoatos) de grupos pendientes largos (LPGPHAs) todavia es
parcialmente desconocida, no obstante, actualmente se piensa que las unidades monoméricas hidroxiacilo que lle-
van a los LPGPHAs se derivan mediante la oxidacién 8 de 4cidos grasos y la ruta del 4cido graso (Figura 2b). Los
sustratos de la R-3-hidroxiacilo-Coenzima resultante de estas rutas se polimerizan entonces mediante sintasas de
PHA (también denominadas polimerasas) que tienen especificidades al sustrato que favorecen las unidades mono-
méricas mas largas en el intervalo C6-C14. Los PHAs de grupos pendientes largos se producen, por ejemplo, por
Pseudomonads.
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Presumiblemente, el segundo grupo de PHAs que contienen tanto unidades cortas R-3HB como mondémeros de
grupos pendientes largos, utilizan ambas rutas mostradas en las Figuras 2a y 2b para aportar los monémeros de dcido
hidroxi. Los tltimos se polimerizan entonces mediante sintasas de PHAs capaces de aceptar estas unidades.

En general, se han incorporado alrededor de 100 tipos diferentes de dcidos hidroxi a los PHAs mediante métodos
de fermentacion (Steinbiichel & Valentin, FEMS Microbiol., Lett., 128:219-28 (1995)). Notablemente, estos incluyen
PHAs que contienen grupos pendientes funcionalizados tales como grupos ésteres, enlaces dobles, alcoxi, aromaticos,
halégenos e hidroxi.

Un poli(hidroxialcanoato) preferido para aplicaciones médicas es el poli(4-hidroxibutirato) (P4HB). El P4HB es
biocompatible, reabsorbible, procesable, fuerte y ductil. EI mantenimiento de la resistencia a la ruptura es otro pa-
rametro muy importante en el caso de materiales de suturas y presillas, especialmente los reabsorbibles. Como los
materiales reabsorbibles se degradan in vivo, sus propiedades fisicas y mecdnicas cambian como resultado de esta
degradacion. Por ejemplo, una sutura reabsorbible perderd gran parte de su resistencia a la ruptura, y como tal su ca-
pacidad de fijacion del tejido con mayor rapidez en comparacién con el tiempo que demora su reabsorcién completa.
Las suturas de dcido poliglicélico (PGA) por ejemplo, pierden la mayor parte de su resistencia in vivo en un periodo de
tres semanas (Vet. Surg. 21; 192:355-61) pero no se reabsorben completamente antes de las seis semanas. Esta pérdida
de su resistencia mecdnica es el resultado de la disminucién de la masa molecular del polimero. Es importante resaltar
que un nimero de pardmetros afectardn las velocidades de reabsorcion y la resistencia a la ruptura in vivo, tales como
el tipo de tejido, las tensiones mecdnicas y la presencia de infeccion.

Los ejemplos demuestran que la velocidad de degradacién del PAHB in vivo es rdpida en relacion con otros PHAS
sin embargo, su velocidad de reabsorcion es mas lenta que la de muchos de los materiales utilizados como suturas
reabsorbibles. Adicionalmente, tal como se muestra en la Tabla 7, los implantes de PAHB mantienen su masa mole-
cular durante el proceso de reabsorcién. Este mantenimiento de la masa molecular se considera beneficioso para el
mantenimiento de las propiedades mecdnicas y por ende para la resistencia a la ruptura de los PHAs utilizados como
materiales para el cierre de heridas. Debido a sus excelentes propiedades mecédnicas, mantenimiento de una alta masa
molecular, su capacidad de procesamiento, su biocompatibilidad y capacidad de reabsorcién, los PAHB y PAHB-co-
HA son ttiles en una diversidad de dispositivos médicos, incluyendo por ejemplo, materiales reabsorbibles para el
cierre de heridas tales como materiales de sutura y engrampado.

(2) Fuentes de PHAs

Los materiales de los PHAs que pueden modificarse para alterar sus velocidades de degradacion pueden derivarse
de una fuente bioldgica, una fuente enzimatica o una fuente quimica. La fuente bioldgica puede ser un microorganismo
0 un organismo superior tal como una planta y puede derivarse mediante ingenieria genética.

A mediados de los afios 1980 algunos grupos de investigacion estuvieron muy activos en la identificacién y ais-
lamiento de los genes y los productos genéticos responsables de la sintesis del PHA. Estos esfuerzos llevaron al
desarrollo de sistemas transgénicos para la produccién de PHAs tanto en microorganismos como en plantas, asi como
métodos enzimdticos para la sintesis del PHA. Tales rutas pueden incrementar atin mas los tipos disponibles de PHAs.
Estos avances han sido resefiados en Williams & Peoples, CHEMTECH, 26:38-44 (1996) and Williams & Peoples,
Chem. Br. 33:29-32 (1997).

Los métodos que pueden utilizarse para la produccién de polimeros de PHA apropiados para su modificacién sub-
siguiente con el objeto de alterar sus velocidades de degradacion se describen por ejemplo, en la Patente de los EE.UU.
No. 4910145 otorgada a Holmes, et al.; Byrom, “Miscellaneous Biomaterials” en Biomaterials (Byrom, Ed.), pp.333-
59 (MacMillan Publishers, London 1991); Hocking & Marchessault, “Biopolyesters” en Chemistry and Technology
of Biodegradable Polymers (Griffin, Ed.), pp.48-96 (Chapman and Hall, London 1994); Holmes, “Biologically Pro-
duced (R)-3-hydroxyalkanoate Polymers and Copolymers”, en Developments in Crystalline Polymers (Bassett Ed.),
vol. 2, pp.1-65 (Elsevier, London 1988); Lafferty et al.; “Microbial Production of Poly-b-hydroxybutyric acid” en
Biotechnology (Rehm & Reed, Eds.) vol. 66, pp. 135-76 (Verlagsgesellschaft, Weinheim 1988); Miiller & Seebach,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 32:477-502 (1993); Steinbiichel, “Polyhydroxyalkanoic Acids” en Biomaterials (By-
rom, Ed.), pp. 123-213 (MacMillan Publishers, London 1991); Williams & Peoples, CHEMTECH, 26: 38-44, (1996);
Steinbiichel & Wiese, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37:691-697 (1992); las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 245 023;
5250 430; 5 480 794; 5 512 669; y 5 534 432; Agostini, et al., Polym. Sci., Part A-1, 9:2775-87 (1971); Gross, et
al., Macromolecules, 21:2657-68 (1988); Dubois, et al., Macromolecules, 26:4407-12 (1993); Le Borgne & Spassky,
Polymer, 30:2312-19 (1989); Tanahashi & Doi, Macromolecules, 24:5732-33 (1991); Hori, et al., Macromolecules,
26:4388-90 (1993); Kemnitzer, et al., Macromolecules, 26:1221-29 (1993); Hori, et al., Macromolecules, 26:5533-34
(1993); Hocking, et al., Polym. Bull., 30:163-70 (1993); Xie, et al., Macromolecules, 30:6997-98 (1997); la Patente
de los EE.UU. No. 5 563 239 otorgada a Hubbs; las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 489 470 y 5 520 116 otorgadas a
Noda, et al. Los PHAs derivados de estos métodos pueden estar en cualquier forma, incluyendo una forma sélida o de
latex.

La identificacién, clonacién y expresion de los genes involucrados en la biosintesis de los PHAs a partir de nu-
merosos microorganismos dentro de organismos recombinantes permite la producciéon de PHAs dentro de organismos
que no son productores originales de PHA. Un ejemplo preferido es la E. coli, que es un anfitrion bien reconocido para
la produccién de biofarmacéuticos y PHAs para aplicaciones médicas. Tales organismos recombinantes les aportan
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a los investigadores un mayor grado de control del proceso de produccién del PHA porque estin libres de las acti-
vidades enzimadticas de fondo para la biosintesis de precursores de PHA indeseables o de la degradacion del PHA.
Adicionalmente, la seleccién adecuada de un organismo recombinante puede facilitar la produccién de, o permitir la
biocompatibilidad aumentada del PHA producido.

Los requerimientos minimos para la sintesis del PHA en un organismo recombinante son una fuente de hidroxial-
canoilo-CoA y y una sintasa de PHA apropiada (Gerngross & Martin, Proc. Natl. Acad. Sci. 92:6279-83(1995)). Los
productores recombinantes de PHA requieren por tanto una ruta biosintética para un monémero hidroxialcanoilo-CoA
y una sintasa de PHA apropiada. La produccién de un homopolimero requiere que el organismo produzca tinicamente
un sustrato apropiado para la sintasa de PHA, ya que la produccién de sustratos miltiples resulta en la formacién de
una copolimero de PHA. Los organismos recombinantes que contienen un transgen que codifica a una sintasa de PHA
son suficientes para la produccién de P4HB.

En ausencia de las rutas de degradacién del PHA, la masa molecular del PHA acumulada en los organismos
recombinantes puede ser muy elevada. Se ha reportado que el PHB producido en la E. coli recombinante tiene una
masa molecular de 4 x 10% g/mol (Sim, et al., Nature Biotech. 15:63-67 (1997)). La masa molecular es importante para
el control de las propiedades fisicas de un PHA dado, porque la masa molecular incrementada de los PHAs producidos
en organismos recombinantes puede llevar a propiedades materiales mejoradas, tales como una resistencia a la traccién
incrementada y alargamiento a ruptura (Kusaka, et al., J.M.S. Pure Appl. Chem. A35: 319-35 (1998)).

La biosintesis del P3HB-co-4HB que contiene un nivel bajo de 4HB (1,5%) ha sido descrita en E. coli recombinante
(Valentin, et al., J. Biotech 58:33-38 (1997)). Es notable que las masas moleculares de estos PHAs eran muy elevadas
(mayores de 1 x 10° g/mol). Adicionalmente, ha sido descrita la biosintesis del PHB-co-4HB y del homopolimero de
P4HB en la E. coli recombinante (Hein, et al., FEMS Microbiol. Lett., 153:411-18 (1997)).

En adicién al uso de rutas biolégicas para la sintesis del PHA, los polimeros de PHA pueden derivarse también
mediante sintesis quimica. Un enfoque ampliamente utilizado involucra la polimerizacién en abertura de anillo de los
mondmeros de lactona-§ utilizando varios catalizadores o iniciadores tales como aluminoxanos, di-estafio-oxanos o
zinc-alcoxi y compuestos alcoxi-aluminio (véanse Agostini, et al., Polym. Sci., Part A-1, 9:2775-87 (1971); Gross, et
al., Macromolecules, 21:2657-68 (1988); Dubois, et al., Macromolecules, 26:4407-12 (1993); Le Borgne & Spassky,
Polymer, 30:2312-19 (1989); Tanahashi & Doi, Macromolecules, 24:5732-33 (1991); Hori, et al., Macromolecules,
26:4388-90 (1993); Kemnitzer, et al., Macromolecules, 26: 1221-29 (1993); Hori, et al., Macromolecules, 26:5533-
34 (1993); Hocking & Marchessault, Polym. Bull. 30:163-70 (1993). Un segundo enfoque involucra la polimerizacién
por condensacién de ésteres y se describe en la Patente de los EE.UU. No 5 563 239 otorgada a Hubbs, et al. Los
investigadores han desarrollado también métodos quimio-enzimadticos para preparar los PHAs. Por ejemplo, Xie et al.,
Macromolecules, 30:6997-98 (1997) expone una polimerizacién por abertura del anillo de beta-butirolactona mediante
lipasas termofilicas para producir PHB.

La produccién bioldgica de PAHB o P4HB-co-HA tiene ciertas ventajas sobre los métodos quimicos sintéticos
tradicionales. La sintesis quimica de PAHB de masa molecular elevada (mayor de 1 x 10° g/mol) es dificil debido a la
tendencia del 4cido libre a formar la lactona para formar el anillo de cinco miembros relativamente no restringido y
cinéticamente favorecido. Por tanto, la policondensacién del acido 4-hidroxibutirico es dificil de lograr, a la vez que
el material que resulta de las reacciones de polimerizacién de alta presion de abertura del anillo de y-butirolactona
es de muy baja masa molecular (Korte & Gelt, Polymer Lett., 4:685 (1966)) y tendria propiedades mecanicas pobres.
Una estrategia sintética alterna para el PAHB, la polimerizacién por abertura del anillo del radical libre de 2-metileno
dioxolano, resulta en un copolimero que contiene unidades de anillo abierto y no abierto (Bailey, et al. J Polym.
Sci. Polym. Chem. 20:3021-30 (1982); Bailey, J. Polym. Preprints 25:210-11 (1984)). 4HB ha sido copolimerizado
exitosamente con 3HB via la polimerizacién del anillo abierto (Hori, et al., Polymer 36:4703-05 (1996)). Sin embargo,
el peso molecular de los copolimeros fue modesto (menos de 1x10° g/mol), especialmente para las composiciones con
mas del 80% de 4HB (menos de 2x10* g/mol). Adicionalmente muchos de los catalizadores utilizados para la sintesis
quimica de los poliésteres contienen metales toxicos. Estos contaminantes téxicos pueden ser evitados utilizando un
proceso biolégico para producir los PHAs.

(3) Formulaciones de PHA que tienen velocidades de degradacion alteradas
A. Aditivos que alteran las velocidades de degradacion

La hidrdlisis de los poli(hidroxialcanoatos) se acelera a pHs acidicos o bésicos y por tanto la inclusién de aditivos
acidicos o bdsicos o excipientes, puede utilizarse para modular la velocidad de degradacién de los PHAs. Los exci-
pientes pueden afiadirse como particulas, pueden mezclarse con cualquier otro aditivo o agente incorporado o a ser
incorporado, o pueden ser disueltos dentro del polimero. Los aditivos que mejoran la velocidad de degradacion inclu-
yen 4cidos inorgdnicos tales como sulfato de amonio y cloruro de amonio, dcidos organicos tales como dcido citrico,
acidos benzoicos, péptidos, dcido ascorbico, bases inorgdnicas tales como carbonato de sodio, carbonato de potasio,
carbonato de calcio, carbonato de zinc e hidréxido de zinc, y bases orgdnicas tales como sulfato de protamina, es-
permina, colina, etanolamina, dietanolamina y trietanolamina y tensioactivos tales como TWEEN™ y PLURONIC™,
Tales aditivos pueden utilizarse en concentraciones entre 0,1 y 30% por peso.
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La velocidad de degradacién puede mejorarse también mediante aditivos que forman poros o que también pueden
incrementar el drea de superficie en el polimero o que incrementan el contenido amorfo del polimero. Los agentes
formadores de poros se afiaden generalmente como particulas e incluyen compuestos solubles en agua tales como sales
inorgdnicas y azucares que pueden ser eliminados mediante lixiviacion. Las particulas apropiadas incluyen cristales
de sales, proteinas tales como gelatina y azarosa, almidones, polisacdridos tales como alginato y otros polimeros.
Los didmetros de las particulas pueden estar entre nanémetros y 500 micrones. También pueden ser liofilizables. Los
agentes formadores de poros pueden afiadirse en una cantidad entre 0,01% al 90% peso a volumen, tal como a un
nivel entre uno y treinta por ciento (w/w, polimero), para aumentar la formacién de poros. Por ejemplo, en secado
mediante rociado o evaporacién de solvente, un agente tal como una sal volétil, por ejemplo bicarbonato de amonio,
acetato de amonio, cloruro de amonio o benzoato de amonio u otra sal liofilizable, se disuelve primero en agua. La
solucién que contiene el agente formador de poros se emulsiona entonces con la solucién del polimero para crear
gotas en el polimero del agente formador de poros. Esta emulsion se rocia en seco entonces o se lleva a través de un
proceso de evaporacidén/extraccion del solvente. Después que se precipita el polimero, las microparticulas endurecidas
se congelan y liofilizan para eliminar los agentes formadores de poros. Los plastificadores, tales como los ésteres de
citrato y otros polimeros como los poli(hidroxialcanoatos) atdxicos, pueden ser anadidos para incrementar el cardcter
amorfo del polimero.

Los recubrimientos hidr6fobos o los materiales que pueden incorporarse para aumentar las velocidades de degra-
dacioén incluyen compuestos hidréfobos tales como fosfolipidos, colesterol y otros polimeros, asi como tensioactivos.
Estos materiales y métodos para formar recubrimientos o la incorporacion a materiales se describen en la WO 96/18
420 por Bracco Research SA, WO 92/18 164 por Delta Biotechnology, Ltd., WO 95/03 356 por el Massachusetts
Institute of Technology, PCT/EE.UU,97/03 007 por Acusphere, Patente de los EE.UU. No. 5 271 961 otorgada a Mat-
hiowitz, et al., Patente de los EE.UU. No. 5 711 933 otorgada a Bichon, et al., y Patente de los EE.UU. No. 5 705 187
otorgada a Unger. Los ejemplos especificos presentan dcidos grasos y fosfolipidos como emulsionantes para estabilizar
la fase aceitosa en la fase acuosa durante el proceso de emulsién/encapsulado, con el resultado de que las microesferas
estdn recubiertas con una capa externa del surfactante. El uso de aditivos tales como grasas, ceras e hidrocarburos de
elevado peso molecular también se expone para hidrofobizar las paredes del polimero y para disminuir la velocidad
de penetracion del agua.

B. Modificacion de los grupos pendientes de PHA

Un método alternativo para alterar la velocidad de degradacién de los polimeros de PHA involucra la modificacién
de los grupos pendientes de poli(hidroxialcanoatos). Los grupos pendientes pueden modificarse total o parcialmente.
Los grupos pendientes pueden, por ejemplo, convertirse a grupos acidicos o bésicos, tales como dcidos carboxilicos y
aminas. Estos tipos de grupos pueden mejorar la degradacién alternando los valores locales del pH. Alternativamente,
los grupos pendientes pueden ser convertidos a grupos reactivos, tales como alcoholes y aminas, que pueden escindir el
cadena principal del polimero por reaccion intramolecular o intermolecular. En adicién a estas conversiones, los grupos
pendientes pueden también convertirse a grupos hidrofilicos para aumentar la asimilacién de agentes hidroliticos
tales como el agua, o pueden ser convertidos a grupos que pudieran aumentar la naturaleza amorfa de los polimeros.
Los procedimientos requeridos para llevar a cabo la conversién de grupos funcionales de los grupos pendientes son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Un método apropiado que puede utilizarse para preparar un PHA que
incorpora una unidad que altera la velocidad de degradacién del polimero, se expone en la WO 98/39 453 otorgada
a Hein, et al. Los grupos pendientes apropiados en los polimeros de PHA que alteraran la velocidad de degradacién
pueden derivarse también directamente mediante fermentacion.

C. Modificacion quimica de los PHAs

La velocidad de hidrélisis de un poli(hidroxialcanoato) depende de un nimero de factores. Un factor clave es la
naturaleza quimica o reactividad de los enlaces de éster entre los monémeros. La velocidad de degradacion de la cadena
principal del PHA puede ser alterada por tanto incorporando dentro la cadena principal del polimero enlaces quimicos
que son mas susceptibles a la hidrélisis o al ataque enzimatico. Los ejemplos de mondmeros que pueden incorporarse
a la cadena principal de los poli(hidroxialcanoatos) para alterar la velocidad de degradacién del polimero son dcidos
2-hidroxi, tales como 4cido glicélico y dcido lactico, y otros hidroxidcidos que modulan la reactividad del enlace éster,
tales como el dcido acético 2-hidroxietoxi. Ademds de la incorporacién de otros hidracidos que producen ésteres que
son mas susceptibles al ataque hidrolitico o enzimatico, pueden incorporarse otros tipos de funcionalidades dentro
la cadena principal del polimero. Por ejemplo, uno o mds enlaces éster pueden ser reemplazados por grupos tales
como amidas, anhidridos, carbonatos o carbamatos. Los ejemplos de monémeros que pueden incorporarse a la cadena
principal de poli(hidroxialcanoatos) son los aminoédcidos y aminoalcoholes. Es mas, los monémeros multifuncionales
pueden incorporarse a la cadena principal de los poli(hidroxialcanoatos), por ejemplo, trioles o tetraoles. Estos tipos de
unidades de mondmeros pueden utilizarse también para aumentar o mantener el peso molecular del polimero mediante
entrecruzamiento de cadenas internas o para modificar la cristalinidad de los polimeros.

Pueden utilizarse una diversidad de métodos para incorporar los enlaces quimicos susceptibles a las cadenas prin-
cipales de los alcanoatos. Por ejemplo, pueden afiadirse coalimentaciones durante la fermentacion de los PHAs que
resultan en la incorporacién de los monémeros deseados. Las coalimentaciones apropiadas incluyen dcidos hidroalcoxi
acéticos. Estos tipos de monémeros pueden incorporarse también durante la sintesis quimica de monémeros hidroxia-
cidos utilizando catalizadores y via derivados de coenzimas A utilizando catalizadores enzimaticos tales como las
sintasas de PHA.
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Los enlaces quimicos susceptibles pueden incorporarse también a las cadenas principales de los poli(hidroxialca-
noatos) después de su sintesis inicial. Los métodos para alcanzar esto incluyen transformaciones quimicas tales como
la insercién de reacciones, irradiacidn, esterificacion, transesterificacion (véanse e.g., Otera, ef al., Tetrahedron Lett.,
27:2383-86 (1986); Otera J. et al., Org. Chem., 56: 5307-11 (1991), Otera, et al., J. Org. Chem., 54: 4013-14 (1989);
y Otera, et al., J] Chem. Soc.Chem. Commun. 1742-43 (1991)), reacciones de transposicién de ésteres (véase e.g.,
Stanton & Gagné, J] Am. Chem. Soc., 119: 5075-76 (1997) y la mezcla reactiva. En este dltimo caso, las reacciones
quimicas pueden realizarse en fusién con un catalizador presente. Por ejemplo, los ésteres o poliésteres pueden derre-
tirse con poli(hidroxialcanoatos) en presencia de catalizadores apropiados para poder modificar quimicamente al poli
(hidroxialcanoato.

D. Procesamiento de PHAs incluyendo enlaces susceptibles

Los poli(hidroxialcanoatos) pueden manipularse atin mds utilizando una gama amplia de técnicas de procesamiento
de polimeros. Los métodos para el procesamiento de estos materiales incluyen vaciado con solventes, procesamiento
en fusidn, hilado/tejedura de las fibras, extrusién, moldeado por compresién e inyeccién, y laminacién.

III. Dispositivos y métodos para produccion de los mismos

Las composiciones de poli(4-hidroxibutirato) son ttiles en la preparacion de una diversidad de dispositivos médicos
biodegradables y/o bioreabsorbibles (implantes) o los recubrimientos de los mismos. Las composiciones biodegrada-
bles de polimeros exhiben preferiblemente una biodegradacién relativamente lenta, por ejemplo, que tienen una vida
media in vivo de entre tres y seis meses o menos. El polimero preferiblemente tiene una temperatura de transicién
relativamente baja del punto de fusién/transicion vitrea, por ejemplo de menos de 136°C, y/o es soluble en un solvente
no toéxico, no halogenado para facilitar su procesamiento.

Mas adelante se describen los dispositivos y aplicaciones representativas. Los materiales de estado de la técnica en
estos dispositivos y aplicaciones pueden ser reemplazados total o parcialmente con las composiciones biocompatibles
de poli(4-hidroxibutirato) descritas en la presente solicitud para brindar las especificaciones del dispositivo, tales como
velocidad de degradacién y propiedades mecénicas.

(1) Dispositivos de fijacion de suturas

Estos dispositivos se utilizan tipicamente para reincorporar el tejido al hueso. A menudo los procedimientos inclu-
yen la fijacion del tendén, ligamento u otro tejido blando a los huesos en hombros, rodillas, codos, muifiecas, manos
y tobillos. En una variante, los anclajes de huesos se insertan dentro del hueso y entonces se sutura el tejido blando,
tal como un ligamento o tendén, al punto de anclaje. El procedimiento puede realizarse de manera abierta o prefe-
riblemente utilizando una técnica invasiva minima (minimo acceso) en la que el dispositivo se coloca mediante un
dispositivo apropiado de colocacion. Los ejemplos de fijadores de suturas actualmente en uso que son representativos
de la técnica moderna incluyen el Anclaje Biodegradable Bionx (Bionx Implants, Bluebell, PA), el Fijador de Sutura
al Hueso BioROC EZ™ (Innovasive Devices, Marlborough, MA), el Dispositivo Reabsorbible de Fijacion de Tejido
Blando (Zimmer, Warsaw, IN) y los Anclajes Bioreabsorbibles Acufex TAG (Smith & Nephew Endoscopy, Mansfield,
MA). Los dispositivos de fijacién de suturas pueden ser fabricados segtin los métodos y procedimientos descritos en
las Patentes de los EE.UU., Nos. 5 814 071; 5 797 963; 5 735 875; 5 725 529; 5 649 963; 5 643 321; 5 593 425; 5 423
821; 5269 809; 5268 001; 5 163 960; y 5 041 129.

(2) Dispositivos de reparacion del menisco

Existe un nimero de dispositivos para la reparacién de lesiones del menisco. En un procedimiento, estos dispo-
sitivos ortopédicos de fijacion se utilizan para asegurar la fijacién de lesiones longitudinales verticales del menisco
(lesiones del asa del balde) situadas en el area vascularizada del menisco en combinacion con una inmovilizacion
apropiada. Los dispositivos se utilizan a menudo en la cirugia de minimo acceso. Los ejemplos de dispositivos de
reparacion en uso representativos de la técnica moderna incluyen la Flecha del Menisco BIOFIX™ (Bioscience, Inc.,
Malvern, PA), la Barra de Fijacién T de Sutura Bar (Acufex Microsurgical, Inc.), y el Dardo del Menisco (Innovasive
Devices, Marlborough, MA). Los dispositivos de reparacién de menisco a base de poli(hidroxialcanoato) pueden fa-
bricarse segtin los métodos y procedimientos descritos por de Goot, Biomaterials, 18:_613-22 (1997), y en las Patentes
de los EE.UU. Nos. 5 855 619; 5 853 746; 5 725 556; 5 645 589; 5 059 206; 5 035 713; 4 976 715; 4 924 865; 4 895
148; y la 4 884 572.

(3) Remaches y clavijas

Los remaches y clavijas biodegradables pueden utilizarse en la reinsercidn de tejidos blandos. Los usos particulares
incluyen la reinsercion de tejido blando del hombro, incluyendo reparaciones de inestabilidad en el hombro (procedi-
mientos Bankart), reparacién de lesion SLAP, reparacién de separacion acromio-clavicular, reparacion de la rotacién
del pufio, cambio capsular o reconstrucciones capsulares, tenodesis de biceps y reparacion del deltoides. El LactoSorb
Pop Rivet (Biomet, Inc., Warsaw, IN) es un ejemplo de dispositivo moderno de remache. Los dispositivos de remache
y clavijas a base de poli(alcanoatos) pueden fabricarse segtin los métodos y procedimientos descritos por Speer, et al,
Clin. Orthop. 291:_67-74 (1993), y las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 840 078; 4 895 148; 5 868 747; 5 843 084; 5
840 078; 5 827298; 5 807 292; 5 785 713; 5 730 744.
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(4) Tornillos de interferencia

Los tornillos biodegradables de interferencia pueden utilizarse en la fijacién de tejido blando. Tales tornillos pueden
utilizarse por ejemplo, para fijar injertos de tejido blando durante cirugias cruciformes de reconstruccién de ligamentos
de la rodilla. Como ejemplo de estado de la técnica en materia de tornillos se incluye el Tornillo RCI (Smith &
Nephew, Carlsbad, CA) y el Tornillo Arthrex BIO-INTERFERENCE™ (Arthrex, Naples, FL). Los tornillos de poli
(hidroxialcanoato) pueden fabricarse segtin los métodos y procedimientos descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos.
5275 601; 5 584 836; 5 364 400; 5 348 026; 5 876 455; 5 632 748; 5 496 326; 5 718 706; 5 690 222; 5 383 878; 5
425733, 5417 692; 4927421, 5211 647, 5 116 337; y 4 927 421.

(5) Malla quirirgica

La malla quirtrgica biodegradable puede utilizarse en cirugia general. Por ejemplo, las mallas quirudrgicas se utili-
zan en el tratamiento de hernias en las que el tejido conectivo se ha desprendido o como material para un cabestrillo
para sostener el reposicionamiento y apoyo del cuello de la vejiga en el caso de incontinencia urinaria en la mujer. En
la presente invencidn, tales mallas (tapones) se utilizan como implantes de tejido blando para el refuerzo del tejido
blando; por ejemplo, en la reparacién de aponeurosis abdominales y de la pared abdominal, para defectos fasciales y
capsulares, como un parche de traquea u otro drgano, restauracién de érganos, cabestrillos (incluyendo un cabestrillo
intestinal), material de injerto dural, vendajes de heridas o quemaduras y como un tampén hemostatico. Como ejemplo
de estado de la técnica en materia de mallas se incluye la Matriz Biosintética de Malla Quirtrgica Brennen (Brennan
Medical, St. Paul, MN), Parches GORE-TEX™ (Gore, Flagstaff, AZ), y SEPRAMESH™ (Genzyme Corporation,
MA). Las mallas quirdrgicas de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segin los métodos y procedimientos descri-
tos por Bupta, Medical textile structures: an overview” Medical Plastics and Biomaterials, pp. 16-30 (Jan./Feb. 1998)
y por los métodos descritos por las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 843 084; 5 836 961; 5 817 123; 5 747 390; 5 736
372; 5679 723; 5634 931; 5626 611; 5593 441; 5 578 046; 5 516 565; 5 397 332; 5 393 594; 5 368 602; 5 252 701;
4 838 884; 4 655 221; 4 633 873; 4 441 496; 4 052 988; 3 875 937; 3 797 499; y 3 739 773.

(6) Parche de reparacion

Los parches biodegradables de reparacién pueden utilizarse en la cirugfa general. En la presente invencién estos
parches se utilizan para la reparacién de defectos de paredes abdominales y tordcicas, en hernias inguinales, en para-
colostomias, ventrales, paraumbilicales, escrotales, femorales y otras hernias, como refuerzo de pliegues musculares,
para reforzar lineas de engrampado e incisiones largas, para la reconstruccion de la pared pélvica, reparacién de pro-
lapsos rectales y vaginales, apoyos de suturas y grapas, reparacién de vejiga y urinaria o vendajes. Como ejemplo de
estado de la técnica en materia de parches se incluye el producto TISSUEGUARD™ (Bio-Vascular Inc., St Paul, MN).
Los parches de reparacién a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segtin los métodos y procedimientos
descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 858 505; 5 795 584; 5 634 931; 5 614 284; 5 702 409; 5 690 675; 5
433 996; 5 326 355; 5 147 387; 4 052 988, y 3 875 937.

(7) Cabestrillo

Los cabestrillos biodegradables pueden utilizarse como implantes para reforzar el tejido blando donde exista de-
bilidad. Los ejemplos de tales procedimientos incluyen el sostén pubouretral y de vejiga, la reparacion del prolapso
uretral y vaginal, la reconstruccién de la pared pélvica y la suspensioén sacro-colpos. El dispositivo puede utilizarse
para tratar la incontinencia urinaria en la mujer resultante de hipermovilidad uretral o deficiencia intrinseca del esfin-
ter. Como ejemplos de estado de la técnica se incluye el Cabestrillo SUSPEND™ (Mentor Corporation, Minneapolis,
MN). Los dispositivos de cabestrillo a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segin los métodos y proce-
dimientos descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 700 479; 5 860 425; 5 836 315; 5 836 314; 5 813 408; 5 690
655; 5611 515; 4 217 890.

(8) Parche cardiovascular

Los parches cardiovasculares biodegradables se utilizan, en la presente invencion, para injerto de parche vascular
(aumento de la arteria pulmonar), para parche intracardiaco, y para el cierre mediante parche luego de la endarterecto-
mia. Como ejemplos de estado de la técnica de materiales similares de parches se incluyen los parches Sulzer Vascutek
FLUOROPASSIC™ y géneros (Sulzer Carbomedics Inc., AUStin, TX). Los parches cardiovasculares a base de poli
(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segtin los métodos y procedimientos descritos en las Patentes de los EE.UU.
Nos. 5716 395; 5 100 422, 5 104 400; y 5 700 287; y por Malm, et al., Eur. Surg. Res., 26:298-308 (1994).

(9) Pasadores Ortopédicos

Los pasadores biodegradables se utilizan, en la presente invencion, para la fijacion de tejido blando. Tales disposi-
tivos han sido utilizados por ejemplo, para estabilizar fracturas de mufieca, pie, tobillo, mano, codo, hombro y rodilla.
Como ejemplo de estado de la técnica los dispositivos incluyen el Pasador Reabsorbible de Membrana RESOR-PIN™
(Geistlich-Pharma, Washington, DC). Los pasadores ortopédicos a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse
mediante técnicas convencionales de procesamiento tales como las técnicas de procesamiento en fusién, por moldeado
mediante inyeccién y compresion, formacion de fibras, asi como técnicas basadas en solventes.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2295021 T3

(10) Barreras de adhesion

Las barreras biodegradables de adhesion se utilizan en cirugia general para evitar adhesiones no deseadas, particu-
larmente después de la cirugia. Como ejemplo de dispositivos de estado de la técnica utilizados con estos propdsitos se
incluye la Barrera Absorbible de Adhesién Endopath INTERCEED™ (Ethicon, Inc.), y SEPRAFILM™ (Genzyme,
Cambridge, MA). Las barreras de adhesion a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segtin los métodos y
procedimientos descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 824 658; 5 795 584; 5 791 352; 5 711 958; 5 639 468;
5626 863; 5 626 622; 5 607 686; 5 580 923; 5 137 875, y 4 840 626.

(11) Endoprotesis

Las endoprétesis se utilizan actualmente en una gama de aplicaciones médicas para evitar normalmente la reoclu-
sién de un vaso. En la presente invencion, las endoprotesis son endoprétesis cardiovasculares, de gastroenterologia o
de uréter. Generalmente estas endoprétesis son no degradables. Las endoprotesis de uréter y de uretra se utilizan para
aliviar la obstruccion en una variedad de condiciones benignas, malignas y post traumdticas tales como la presencia
de piedras y/o fragmentos de piedras, u otras obstrucciones uretrales tales como las asociadas con la estrechez del
uréter, el carcinoma de los 6érganos abdominales, la fibrosis retroperitoneal o el trauma de uréter, o en asociacién con
las ondas de choque de la litotricia extra corpérea. La endoprétesis puede colocarse utilizando técnicas de endoscopia
quirdrgica o de manera percutdnea. Como ejemplos de endoprétesis modernas se incluye la endoprétesis de doble
coleta de uréter (C.R Bard, Inc., Covington, GA), SpiraStent (Urosurge, Coralville, IA), y las Endoprétesis Urolégicas
Ureterales y Uretrales Cook (Cook Urological, Spencer, IN).

Una ventaja de las endoproétesis de poli(hidroxialcanoatos) es su bioabsorbabilidad, que es particularmente deseada
en aplicaciones tales como las uroldgicas, ya que no se requiere una segunda intervencion para retirar la endoprotesis.
Es mads, uno de los problemas principales derivados del uso de endoprétesis metélicas en aplicaciones cardiovasculares
es la restenosis subsiguiente causada por el crecimiento excesivo de la pared endotelial, que se cree se debe al menos
en parte, a la irritacién causada por la endoprétesis metdlica sobre la pared del vaso (véanse Behrend, American J.
Cardiol. p. 45, TCT Abstracts (Oct 1998); Unverdorben, et al., American J. Cardiol. p. 46, TCT Abstracts (Oct. 1998));
Unverdorben, et al., American J. Cardiol. p. 46, TCT Abstracts (Oct. 1998)). Un redactor bioabsorbible hecho de, o
revestido con un poli(hidroxialcanoato) debe producir una irritacién reducida o ninguna.

Las endoprotesis de poli(hidroxialcanoato) pueden fabricarse segtin los métodos y procedimientos descritos en las
Patentes de los EE.UU. Nos. 5 792 106; 5 769 883; 5 766 710; 5 670 161; 5 629 077; 5 551 954; 5 500 013; 5 464
450; 5 443 458; 5 306 286; 5 059 211 y 5 085 629. Véanse también Tanquay, Cardiology Clinics, 23:699-713 (1994),
y Talja, J. Endourology, 11:391-97 (1997).

(12) Reparacion articular de cartilago

Las matrices biodegradables de polimeros, por si solas o incorporando células y/o factores de crecimiento molecu-
lar bioactivos se han utilizado para reparar defectos articulares de cartilagos. Como ejemplo de un material utilizado
en tal procedimiento se destaca el dcido polilactico (Schroder, et al., ] Biomed Mat. Res., 25:329-39 (1991)). Los dis-
positivos de reparacién articular de cartilagos a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segin los métodos
y procedimientos descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 876 452; 5 736 372; 5 716 981; 5 700 774; 5 655
546;y 5041138.

(13) Guias para nervios y reparacion de tendon

Los dispositivos biodegradables pueden utilizarse como guias para facilitar el recrecimiento y reconexién de ner-
vios y tendones dafiados o cortados. Los dispositivos se fabrican generalmente en forma de tubos. Como ejemplo de
una guia de nervio esté el producto Neurotube™. Los dispositivos para reparacion de tendones a base de poli(hidro-
xialcanoatos) pueden prepararse segin los procedimientos descritos en la Patente de los EE.UU. No. 4 792 336. Las
guias para nervios a base de poli(hidroxialcanoatos) pueden fabricarse segin los métodos y procedimientos descritos
en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 800 544; 5 735 863; 5 584 885; 5 514 181; 5 026 381; 5 019 087; y 4 955 893.

(14) Reparacion de defectos septales atriales

Los grandes defectos septales atriales que no pueden cerrarse directamente con suturas pueden repararse con
parches pericardiales o con materiales sintéticos no absorbibles. Los parches de reparacion de defectos septales atriales
a base de poli(hidroxialcanoatos) y los dispositivos pueden fabricarse segin los métodos y procedimientos descritos
en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5 853 422; 5 634 936; 5 861 003; 5 855 614; y por Malm, T. et al., Scand. J. Thor.
Cardiovasc. Surg., 26:9-14 (1992).

IV. Métodos de fabricacion de los dispositivos (implantes)

Los métodos de fabricacion de los dispositivos médicos incluyen el vaciado con solventes, procesamiento en fu-
sion, extrusion, inyeccién y moldeado por compresion, afirmacién de fibras y secado mediante rociado. Las particulas
se preparan preferiblemente de manera directa a partir de un proceso basado en la fermentacién, o mediante una técnica
de evaporacién de solventes, técnica de emulsion doble o mediante microfluidizacidn, utilizando métodos disponibles

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2295021 T3

en la técnica. (Koosha, Ph.D. Dissertation, 1989, Univ. Nottingham, UK., Diss. Abstr. Int. B 51:1206 (1990); Bruhn
& Miieller, Proceed Intern. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 18:668-69 (1991); Conti, et al., J. Microencapsulation,
9: 153-66 (1992); Ogawa, et al., Chem. Pharm. Bull., 36:1095-103 (1988); Mathiowitz & Langer, ‘“Polyanhydride
microspheres as drug delivery systems”, in Microcapsules Nanopart. Med. Pharm. (Donbrow, Ed.) ch. 5, pp. 99-123
(CRC, Boca Raton, Florida 1992)).

Los PHAs pueden fabricarse en forma de dispositivos apropiados para la curacién de heridas. Por ejemplo, los
materiales fibrosos no tejidos con este objeto pueden prepararse a partir de tales polimeros produciendo primero fibras
de polimeros, presionando los polimeros a través de un orificio perforado, utilizando procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica. Las fibras pueden fabricarse entonces en forma de una membrana porosa (tela) dispersandolas
sobre un soporte s6lido y sujetdndolas a moldeado por compresion. El espesor del dispositivo puede ser menor de 500
um. También puede fabricarse un dispositivo de curacién de heridas perforando una pelicula o membrana utilizando
un l4ser para lograr la porosidad, o utilizando una técnica de lixiviacion para preparar un material poroso. El tamafio
de los poros debe ser idealmente lo suficientemente pequefio como para cerrar el paso a las células y a otras materias
de tejidos. Los dispositivos de curacidon de heridas pueden posicionarse in vivo para separar tejidos y estimular la
regeneracion de los mismos.

Los PHAs pueden utilizarse para encapsular células. Utilizando las técnicas conocidas por los expertos en la técni-
ca, las células se precubren primeramente (véase Maysinger, Reviews in the Neurosciences, 6:15-33 (1995)). Utilizan-
do un procedimiento de encapsulado de particulas tal como la técnica de emulsién doble, las células pueden entonces
ser encapsuladas por los PHAs (Ogawa, ef al., Chem. Pharm. Bull., 36:1095-103 (1988). Las células encapsuladas
pueden entonces ser implantadas in vivo.

Los PHASs pueden fabricarse en forma de bastidores de apoyo en ingenieria de tejidos utilizando una amplia gama
de técnicas de procesamiento de polimeros. Los métodos para la fabricacion de bastidores de apoyo en la ingenierfa de
tejidos en base a los PHAs incluyen vaciado con solventes, procesamiento en fusion, hilado/tejido, u otros medios de
formacioén de fibras, extrusién, inyeccién, moldeado por compresion, laminacién y lixiviacién/vaciado con solventes.
Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Un método de fabricacién de bastidores de apoyo en la ingenieria de tejido a base de PHAs incluye el uso de un
extrusor, tal como un extrusor Brabender. Por ejemplo, esta técnica puede utilizarse para preparar tubos moldeados a
presion apropiados para su implantacion en una gama de longitudes y tamafios.

Otro método incluye la preparacién de un bastidor de apoyo no tejido de fibras a base de PHA. Las fibras se
producen a partir de la fusién o de la solucién y se procesan en forma de material no tejido utilizando métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Las propiedades del material no tejido pueden adaptarse variando por ejemplo,
el material del PHA, dimension de las fibras, densidad de las fibras, espesor del material, orientacién de las fibras y
método de procesamiento de las fibras. Las membranas porosas pueden, si se desea, procesarse ain mds. Por ejemplo,
estas membranas pueden conformarse como tubos huecos.

Otro método incluye el procesamiento en fusién o mediante solventes de un PHA apropiado en un molde adecuado,
y perforando el material utilizando un laser u otro medio para lograr la porosidad deseada. Otros métodos incluyen el
enrollado en forma de lazo de una ldmina de PHA moldeada a presion selldndola al calor. La ldmina de PHA puede
ser enrollada opcionalmente con otro material, tal como un segundo polimero biodegradable. Por ejemplo, éste tltimo
material puede ser un material no tejido de dcido poliglicélico, de 4cido polildctico o un copolimero de dcidos lactico y
glicdlico, que aporta por ejemplo, un tubo laminado apropiado para su uso en la ingenierfa de nuevos vasos, conductos
y tubos. Los PHAs pueden utilizarse también para recubrir otros bastidores de apoyo de ingenieria de tejidos. Tales
materiales pudieran derivarse de otros polimeros degradables. El recubrimiento puede llevarse a cabo por ejemplo, con
una solucién basada en solventes o mediante técnicas de fusidn, o utilizando un latex de PHA.

Los dispositivos de ingenieria de tejidos descritos en la presente solicitud pueden sembrarse con células antes de
su implantacién o después de la implantacion. Las células pueden ser cosechadas a partir de una seccién sana del
tejido del donante, expandidas in vitro utilizando técnicas de cultivo de células y entonces sembradas en un bastidor de
apoyo (o matriz) antes o después de la implantacién. Alternativamente, las células pueden obtenerse de otros tejidos
del donante o de lineas de células existentes.

Los PHA pueden utilizarse para recubrir otros dispositivos y materiales. Tales recubrimientos pueden mejorar sus
propiedades con vistas a la aplicacion médica, por ejemplo, mejorando su biocompatibilidad, propiedades mecédnicas y
adaptando sus perfiles de degradacion y de liberacién sostenida. Los PHAs pueden recubrir otros dispositivos utilizan-
do los procedimientos de fabricacién antes descritos. El espesor del recubrimiento puede ajustarse a las necesidades
de la aplicacién en especifico cambiando el peso de la capa de recubrimiento o la concentracién aplicada, y/o mediante
un sobrerrecubrimiento.

Los PHAs pueden fabricarse en forma de endoproétesis utilizando una amplia gama de técnicas de procesamiento de
polimeros. Los métodos de fabricacién de endoprétesis incluyen el vaciado con solventes, el procesamiento mediante
fusion, hilado/tejido de fibras, extrusion, ablaciéon mediante laser, moldeado por inyeccién y moldeado por compresion.
Tales métodos son conocidos por los expertos en la técnica.
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Los métodos de produccién de los dispositivos que aumentan la porosidad o el area de la superficie de exposicion
pueden utilizarse para alterar la capacidad de degradacién. Por ejemplo, como lo demuestran los ejemplos, el poli
(4-hidroxibutirato) poroso puede fabricarse utilizando métodos que crean poros, huecos o intersticios, tales como una
emulsion o técnica de secado mediante rociado o que incorporan particulas capaces de liofilizacidn o lixiviacién dentro
del polimero.

Los métodos adicionales para la fabricacion de dispositivos a base de poli(hidroxialcanoatos) se describen en
Biomaterials Science (Ratner, ef al., Eds.) Academic Press, San Diego, California 1996; Biomedical Applications of
Polymeric Materials (Tsuruta, et al., Eds.) CRC Press, Boca Raton, Florida, 1993; Synthetic Biodegradable Polymer
Scaffolds (Atala, et al., Eds.) BirhaUSer, Boston, 1997; Wound Closure Biomaterials and Devices, (Chu, J et al., Eds.)
CRC Press, Boca Raton, Florida, 1997; Polyurethanes in Biomedical Applications (Lamba, et al., Eds.) CRC Press,
Boca Raton, Florida, 1998; Handbook of Biodegradable Polymers (Domb, et al., Eds.) Harwood Academic Publishers,
Amsterdam, The Netherlands, 1997.

V. Utilizacion de los dispositivos

Los implantes de poli(hidroxialcanoatos) (incluyendo los recubrimientos) pueden ser aplicados a partir de cualquier
medio incluyendo cirugia abierta o por el método de minimo acceso tal como ingestidn, inyeccidn o insercién. Es mds,
en dependencia de la aplicacion, la composicion puede modificarse atin méds para incluir otros materiales, tales como
agentes bioactivos como factores de crecimiento, medicamentos, agentes antimicrobianos, factores de angiogénesis
o materiales que modifican las propiedades del dispositivo tales como otros polimeros, plastificadores, nucleadores y
rellenos.

Cuando los PHAs depirogenados se implantan en el cuerpo, estos materiales muestran muy poca, si acaso alguna
reaccion inflamatoria o cualquier otra reaccién adversa en el tejido. No hay respuesta inflamatoria significativa o
formacién de escara en el tejido. El reclutamiento de células inflamatorias es minimo. El examen histolégico de los
dispositivos ex-plantados demuestra que los materiales son esencialmente inertes. En correspondencia, los dispositivos
construidos de PHAs pueden implantarse con un efecto adverso minimo en el tejido circundante. La liberacion de los
productos de la degradacién de 4cidos hidroxis a partir de los materiales implantados es tipicamente muy lenta y se
tolera bien por el cuerpo. Por tanto, se espera que los PHAs mantengan sus propiedades materiales durante meses y
que eventualmente se degraden a materiales no toxicos.

Los dispositivos preparados a partir de PHAs pueden utilizarse en una amplia gama de aplicaciones médicas
diferentes.

Los PHAs empleados en los composiciones de homopolimeros poli(4-hidroxibutirato) de la presente invencién
pueden encapsularse, ser mezclados con o acoplarse ibnicamente o de forma covalente a cualquier variedad de agentes
terapéuticos, profilacticos o de diagnéstico. Pueden incorporarse o encapsularse una gran diversidad de materiales
biolégicamente activos, para entrega en un sitio mediante el poli(hidroxialcanoato) o para impartir propiedades al
polimero, tales como bioadhesién, fijacién celular, mejoramiento del crecimiento celular, inhibicién del crecimiento
bacteriano y prevencion de formacién de codgulos.

Los ejemplos de agentes terapéuticos y profildcticos apropiados incluyen compuestos sintéticos inorganicos y or-
gdnicos, proteinas y péptidos, polisacaridos y otros azicares, lipidos y secuencias de acidos nucleicos de ADN y ARN
que tengan actividades terapéuticas, profildcticas o diagndsticas. Las secuencias de 4cido nucleico incluyen genes,
moléculas de sentido inverso que enlazan a los ADN complementarios para inhibir la trascripcién y ribozimas. Los
compuestos con un amplio intervalo de peso molecular pueden ser encapsulados, por ejemplo, entre 100 y 500.000
gramos o mds por mol. Los ejemplos de materiales apropiados incluyen proteinas tales como los anticuerpos, ligando
de receptores y enzimas, péptidos tales como péptidos de adhesion, sacaridos y polisacaridos, medicamentos sintéticos
orgdnicos e inorgdnicos y acidos nucleicos. Los ejemplos de materiales que pueden ser encapsulados incluyen enzi-
mas, factores de formacién de codgulos, inhibidores o agentes disolventes de coagulos tales como la estreptocinasa y
el activador plasmindgeno de tejido; antigenos para inmunizacién; hormonas y factores de crecimiento; polisacaridos
tales como la heparina; oligonucleétidos tales como los oligonucleétidos de sentido inverso y ribozimas y vectores
retrovirales para uso en terapia de genes. El polimero puede utilizarse también para encapsular células y tejidos. Los
agentes diagnéstico representativos son agentes detectables por rayos X, fluorescencia, resonancia magnética, radioac-
tividad, ultrasonido, tomografia computarizada (CT) y tomografia por emision de positrones (PET). Los agentes de
diagndstico mediante ultrasonido son tipicamente un gas como el aire, el oxigeno o perfluorocarbonos.

En el caso de liberacion sostenida, puede incorporarse una amplia gama de diferentes compuestos bioactivos a un
dispositivo de liberacion sostenida. Estos incluyen macromoléculas hidr6fobas, hidréfilas y de alto peso molecular
tales como las proteinas. EI compuesto bioactivo puede incorporarse al PAHB en un porcentaje de carga de entre
0,1% y 70% por peso, mds preferiblemente entre 5% y 50% por peso. Las composiciones de homopolimeros de poli
(4-hidroxibutiratos) pueden ser empleadas en casi todas las formas fisicas, tales como polvos, peliculas, elementos
moldeados, particulas, esferas, latex y materiales cristalinos o amorfos. Pueden combinarse con materiales adicionales
no PHAs por ejemplo, otros polimeros.

Antes de la implantacién, el articulo polimérico bioreabsorbible debe ser esterilizado para evitar enfermedad e
infeccién del receptor. La esterilizacion se realiza antes de la siembra de un dispositivo polimérico con células. La
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esterilizacion mediante calor de articulos que contienen PHA no es practica ya que el tratamiento con calor puede
deformar el articulo, especialmente si el PHA tiene una temperatura de fusion por debajo de la requerida para el trata-
miento de esterilizacion. Este problema se resuelve utilizando gas de 6xido de etileno en frio como agente esterilizador.
La exposicion de un articulo que contiene PHA a los vapores de 6xido de etileno antes de la implantacion esteriliza
el articulo haciéndolo apropiado para su implantacién. Durante la esterilizacién con gas de 6xido de etileno en frio
o radiacién gamma, el articulo que contiene PHA mantiene su configuracién. Este tipo de tratamiento es apropiado
para la esterilizacion de articulos moldeados o preconformados en los que la configuracion del articulo juega un papel
importante en un funcionamiento apropiado del mismo.

Los dispositivos en la presente solicitud descritos pueden administrarse de manera sistémica o localmente. Los
métodos de administracion sistémica son mediante inyeccidn, inhalacién, administracién oral e implantacion.

Los implantes y métodos descritos en la presente solicitud se entenderdn mejor si se refieren a los siguientes
ejemplos:

Ejemplo 1
Produccion de P4HB en E. coli recombinante

La cepa MBX1177 de E. coli, un derivado de la cepa DHSa seleccionada por la capacidad de crecimiento con
acido 4-hidroxibutirico (4HB) como la tnica fuente de carbono, se transformé con pFS30, un pldsmido contentivo
de los genes que codifican la sintasa PHA de la Ralstonia eutropha, 4-hidroxibutirilo-CoA transferasa de Clostridium
kluyveri, y B-lactamasa que le confieren resistencia a la ampicilina. La sintasa y transferasa estdn bajo el control del
promotor trc, que es inducible mediante isopropil-3-D-tiogalactopiranosida (IPTG) en pF30. Estas células se cultivaron
primeramente en 100 ml LB (Luria Broth, Difco, Detroit, Mich; 25 g/L) méds 100 ug/ml de ampicilina durante la noche
en un frasco Erlenmeyer de 250 ml a 37°C removiendo a 200 r.p.m. Todo este cultivo se utilizé como un indéculo para
la fermentacion llevada a cabo en un recipiente de 7L. La primera etapa de la fermentacién consistié en crecimiento de
la biomasa en 5L de ampicilina LB a 37°C con remocién a 800 r.p.m y aireacién a 1 volumen volumétrico de aire/min
(vvm). Después de 17 horas el volumen se ajusté a 6L afiadiendo un litro de medio, tal que el volumen total contuviera,
por litro: 2,5 g de polvo LB, 5 g 4HB como sal de sodio, 2 g de glucosa, 50 mmol de fosfato de potasio (pH 7), 7 g
de 4cido fosférico, 100 ug de ampicilina y 0,1 mol de IPTG. En este momento, la temperatura se ajust6 a 33°C, y la
velocidad de remocién se redujo a 400 r.p.m. Las adiciones periddicas de glucosa y sodio 4HB se hicieron cuando el
pH estaba significativamente por debajo o sobre 7, respectivamente, debido a que la adicidén de glucosa provocaba que
el pH disminuyera lentamente y la adicién de 4HB provocaba que el pH aumentara lentamente. El pH no se control
automdticamente. La fermentacion procedié de esta forma durante otras 70 h, en cuyo momento se habia afiadido un
total de 34 g/L de glucosa y 15 g/LL de 4HB. Se permiti6 el asiento de las células a 4°C durante dos dias, después de
lo cual se expuls6é mediante bombeo la fase liquida y la mezcla pastosa de células se fluidiz6 en un Microfluidizador
EH M110 de Microfluidics Corporation (Newton, Mass.) a 18.000 psi. El material resultante se liofilizé y extrajo en
tetrahidrofurano (THF, 3% p/v PAHB) con calentamiento (60°C) y remocién mecdnica. El extracto THF resultante se
filtr6 a presion a través de microfibras de vidrio (2,3 um) y filtros de profundidad de Teflén (2 ym). El polimero se
precipité dentro de un volumen equivalente de agua y se liofiliz6. El polimero se redisolvié en THF (3% p/v P4HB)
con calentamiento (60°C) y la solucién se filtré a través de micro fibra de vidrio (2,3 um) y filtros de profundidad
de Teflon (2 um) y se precipité en agua/THF (1:1). El precipitado se lavé con agua/THF (1:1) y se liofilizé para
aportar una espuma de color blanco (20 g). Este material se identificé como poli(4-hidroxibutirato y se vio que no era
citotéxico mediante un ensayo de difusién agar (ISO 10993, Toxicon Corp, Bedford, MA). El andlisis elemental fue
C 55,63%, H 7,41%, O 37,28%, N 41 ppm. El andlisis GC muestra lipidos muy bajos en el polimero purificado. El
analisis NMR muestra los picos esperados y no lipidos.

Ejemplo de Referencia 2
Produccion de Poli((4HB-co-2HB) en E. coli recombinante

Las cepas de MBX1177/pFS30 y de MBX184 (CGSC6966)/pFS30 se precultivaron en 300 ml de ampicilina
LB en un frasco Erlenmeyer de un litro a 30°C durante la noche con remocién a 200 rpm. Se centrifugaron dos
alicuotas de 100 ml de cada precultivo (2 000 x g, 10 minutos) y las células obtenidas de cada una de estas alicuotas
se resuspendieron en 100 ml en un medio que contenia, por litro: 6,25 g de polvo LB, 2 g de glucosa, 50 mmol de
fosfato de potasio (pH 7), 100 ug de ampicilina 'y 100 umol IPTG. El medio contenia también 4dcido 2-hidroxibutirico
(2HB) y 4HB; en un recipiente las concentraciones eran 8 g/ 2HB y 2 g/L. 4HB y en el otro las concentraciones de
los dos 4acidos eran cada una 5 g/L.. Ambos 4acidos se afiadieron a los recipientes como sales de sodio, las masas dadas
para los 4cidos no incluian la masa de sodio. Estos cuatro recipientes (dos para cada cepa) se incubaron a 30°C durante
otras 48 horas con remocién a 200 rpm. Las células se retiraron del medio por centrifugado (2000 x g, 10 minutos) se
lavaron una vez con agua, se centrifugaron de nuevo y liofilizaron. Se llevé a cabo el andlisis por cromatografia gaseosa
sobre la masa celular liofilizada para analizar el contenido y composicién del polimero. Los contenidos celulares y
composiciones de los PHAs producidos se muestran en la Tabla 2. Cuando la relaciéon de 2HB a 4HB era de 4:1,
el contenido de 2HB del polimero era superior al 19% para ambas cepas mediante andlisis GC, mientras que a una
relacién de 1:1 de 2HB a 4HB, el contenido del polimero era de alrededor del 1%. El 4HB se incorporaba con mayor
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rapidez al polimero que el 2HB; por tanto, cuando el 4HB estaba presente a 2 g/L el contenido total del polimero de las
células era menor que cuando estaba presente a 5 g/L. Los polimeros producidos por el MBX184/pFS30 se extrajeron
de las células y se analizaron. La masa celular liofilizada se incub6 en 5 ml de cloroformo a 37°C durante 2 horas.
Se retir6 el desecho de las células por centrifugado (2000 x g, 5 minutos) y la solucién del polimero resultante se
afiadi6 por goteo a 50 ml de etanol para precipitarla. El polimero precipitado se centrifugé a partir del etanol tal como
se describi6 anteriormente. En el caso de la relacion 4:1 2HB:4HB, el polimero fue dificil de centrifugar del etanol;
formé una bruma cuando se afiadié al etanol, pero no se pudo recuperar totalmente por centrifugado, probablemente
porque el peso molecular de este polimero era algo bajo. El polimero aislado del recipiente 1:1 2HB:4HB se precipit6
facilmente a partir del etanol y se recuperd casi totalmente. El andlisis GC de estas muestras extraidas (Tabla 2)
muestra que el contenido de 2HB era ligeramente menor que cuando el andlisis se realizaba en células enteras. Es
posible que los residuos de 2HB en la cadena del polimero se hidrolicen durante la extraccion, disminuyendo por tanto
el contenido aparente de 2HB en las muestras extraidas. El hecho de que el peso molecular del polimero extraido sea
aparentemente menor cuando el contenido de 2HB es mayor es consistente con esta explicacion.

Se llevé a cabo un segundo experimento con MBX184/pFS30. Estas células se precultivaron en 400 ml de ampici-
lina B en un frasco Erlenmeyer de un litro a 30°C durante la noche con remocién a 200 rpm. Se hizo una adicién de 20
ml de medio a cada frasco de manera que el volumen total contuviera, por litro: 2,5 adicionales de polvo LB, 2 g de
4HB como sal de sodio, 2 g de glucosa, 50 mmol de fosfato de potasio (pH 7), 100 ug de ampicilina, 50 umol IPTG
y2,4,6u8 gde 2HB como sal de sodio. Los frascos se incubaron durante 48 horas adicionales a 30°C y 200 r.p.m.
Las células se retiraron del medio por centrifugado (2000 x g, 10 minutos), lavadas una vez con agua, centrifugadas
de nuevo y liofilizadas. La masa seca de células se someti6 al analisis GC tal como se describié anteriormente. La
Tabla 3 muestra el contenido celular y la composicién de los polimeros asi obtenidos. A relaciones bajas 2HB:4HB
se incorporé poco o ningin 2HB al polimero, sin embargo, cuando esta relacion era de 3:1 o 4:1, la incorporacién de
2HB al polimero era significativa. El contenido total de polimero de todas las células fue bastante bajo, probablemente
porque los dcidos no estdn presentes en concentraciones lo suficientemente altas para permitir que la asimilacién y/o
incorporacién procediera a una velocidad mayor.

TABLA 2
Andlisis GC de Poli(4HB-co-2HB) a partir de MBX1177/pFS30 y MBX184/pFS30

Cepa 4HB, g/L | 2HB, g/L | PHA total, % pcs® | P4HB, "% de PHA" | P2HB, "% de PHA®
184/30 2 8 18,3 70,8 19,2 (14,2
184/30 5 5 47,1 98,8 1,2 (0,9)°

1177/30 2 8 13,0 62,3 27,7
1177/30 5 5 40,1 98,9 1,1

®: pcs: peso célula seca.

®. determinado por analisis GC. Alrededor de 20mg de masa celular liofilizada se someti6 a butanlisis a 110°C
durante 3 horas en 2 ml de una mezcla contentiva (por volumen) 80% 1-butanol y 10% acido clorhidrico
concentrado, con 2 mg/ml de &cido benzoico afiadido como un estandar interno. Los componentes solubles en
agua de la mezcla resultante se retiraron mediante extraccién con 3mL de agua. La fase organica (1p L a una
relacion de 1:50 a una velocidad total de flujo de 2 mi/min) se analizé sobre una columna capilar para GC de
sflice fundida SPB-1 (30 m; 0,32 mm ID; una pelicula 0,25 ym; Supelco; Bellefonte, Pa.) con el siguiente perfil
de temperaturas: 80°C, 2 min; 10°C por min. hasta 250°C; 250°C, 2 min. El estandar utilizado para examinar la
presencia de unidades de 4-hidroxibutirato en el polimero fue la y-butirolactona. El estdndar utilizado para
examinar las unidades de 2-hidroxibutirato en e! polimero fue sodio (2-hidroxibutirato). '

® |os porcentajes en paréntesis se determinaron mediante analisis GC al igual que el anterior, pero después de

Ia extraccion del polimero en cloroformo y la subsiguiente precipitacion en etanol.

TABLA 3

Andlisis GC de Poli(4HB-co-2HB) de MBX184/pFS30

Muestra | 4HB, g/l | 2HB, g/L [PHA total, % de pcs®| P4HB, % de PHA® | P2HB, % de PHA®
1 2 2 8.2 100 0
2 2 4 56 100 0
3 2 6 5,7 84,1 15,9
4 2 8 4,1 54,3 45,7
2 pcs: peso célula seca.
®. determinado por andlisis GC. Véase Tabla 2 para los detalles
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Ejemplo de Referencia 3
Produccion de poli(4HB-co-3HB) en E Coli recombinante

La cepa MBX1177/pFS30 se precultivd en 100 ml de ampicilina LB en cuatro frascos Erlenmeyer de 250 ml a
30°C durante la noche con remocién a 200 pm. Se afiadieron 20 ml de medio a cada frasco de manera tal que el
volumen total contuviera, por litro: 2,5 g adicionales de polvo de LB, 4 g de 4HB como sal de sodio, 4 g de glucosa,
50 mmol de fosfato de potasio (pH 7), 100 ug de ampicilina, 50 umol de IPTG y 0,25, 0,75 6 1 g de 3-hidroxibutirato
(3HB) como sal de sodio. Los frascos se incubaron durante 48 horas adicionales a 30°C y 200 pm. Las células se
retiraron del medio mediante centrifugado (2000 x g, 10 minutos), lavadas una vez con agua, centrifugadas de nuevo
y liofilizadas. El andlisis cromatografico de gas se llevé a cabo sobre la masa de células liofilizadas para analizar el
contenido y composicion del polimero. El estdndar utilizado para examinar las unidades de 3-hidroxibutirato en el
polimero fue el poli(3-hidroxibutirato). Los contenidos y composiciones celulares del PHA producidas se exponen
en la Tabla 4. Al disminuir la relaciéon de 4HB/3HB en el medio, el contenido de 3HB del polimero aumentaba de
forma monotdnica, mientras que el contenido total del polimero de las células era similar en todas las pruebas, lo
que indica que la composicién del medio puede utilizarse de manera predecible para controlar la composicién del
copolimero sin afectar significativamente la produccién total del polimero. El polimero se extrajo del resto de la
masa celular liofilizada. Para todas las muestras, la masa celular liofilizada se mezcld con alrededor de tres veces su
propio volumen de 1,2-dicloroetano e incub6 con una remocion ligera en un tubo cerrado a 37°C durante 6 horas. La
materia de particulas se separ6 de la solucion del polimero mediante centrifugado (2000 x g, 10 minutos). La solucién
resultante se afiadié por goteo a unas 10 veces su propio volumen de etanol, y el polimero precipitado se asentd en
la solucién. Se descartaron los elementos flotantes y el polimero himedo resultante se mantuvo en reposo hasta que
pareciera seco. El polimero entonces se liofilizé para un secado total. Las propiedades térmicas de estas composiciones
de PAHB-co-3HB se muestran en la Tabla 5.

TABLA 4
Andlisis GC de Poli(4HB-co-3HB) de MBX1177/pFS30

Muestra |4hb, g/L| 3HB, g/L | PHA total, % de pcs® |P4HB, % de PHA®| P3HB, % de PHAP
3a 4 0,25 49,3 98,0 2,0
3b 4 0,5 46,7 94,2 5,8
3¢ 4 0,75 56,6 91,7 8,3
3d 4 1 51,8 89,4 10,6

2 pcs: peso célula seca.

®. determinado por analisis GC. Véase Tabla 2 para los detalles. El estandar utilizado para examinar
la presencia de unidades de 4-hidroxibutirato en el polimero fue y-butirolactona. El estandar utilizado
para examinar las unidades de 3-hidroxibutirato en el polimero fue poli(3-hidroxibutirato).

TABLA 5
Propiedades del P4HB y el PAHB-co-3HB de MBX1177/pFS30

Muestra | %°4HB | %%3HB | Tm°(°C) [ dHTm1°(J/g) | Tg°(°C) [ TX°(°C) [Tm2b(°C)[  Mw®
P4HB 100 0 60 45 -51 -16 X 1.000.000
3b 94,2 5,8 47 36 -52 4 44 1.500.000
3c 91,7 8,3 40 20 53 nd 39 1.900.000
3d 89,4 10,6 39 17 -53 nd nd 1.100.000

nd: no detectado

?: determinado por andlisis GC. Véase Tabla 2 para los detalles

®. determinado por analisis DSC. Utilizando un calorimetro diferencial de barrido A Perkin Elmer Pyris 1. Las
masas de las muestras eran de aproximadamente 4-8 mg. El programa témnico utilizado fue: 25°C, 2 min;
calentar hasta 195°C a 10°C por min; mantener a 195°C; enfriar hasta -80°C a 300°C por min; mantener a -
80°C por 2 min; calentar hasta 195°C a 10°C por min. La temperatura de fusién Tm y la entalpia de fusion de
este pico de fusién (dHTmI) se determinaron en el primer ciclo de calentamiento. La temperatura de
transicion vitrea (Tg), la temperatura de cristalizacion (Tx} y la temperatura de fusién (Tm2) se determinaron
durante el segundo ciclo de calentamiento.

°. determinado por analisis GPC. Los polimeros aislados se disolvieron en cloroformo a aproximadamente 1
mg/ml y las muestras (50 pL) se cromatografiaron en una columna Water Stryagel HT6E a una velocidad de
flujo de 1 ml de cloroformo por minuto a temperatura ambiente utilizando un detector de indice de refraccion.
Las masas moleculares se determinaron relativas a los estandares de poliestireno de una polidispersidad

estrecha.
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Ejemplo 4
Degradacion de P4HB in vitro e in vivo

La degradacién del PAHB se estudié in vitro e in vivo. Se examinaron tres configuraciones diferentes de diversa
porosidad (0%, 50% y 80% de porosidad). Se poncharon discos pequefios (5 mm de didmetro) a partir de peliculas de
P4HB de espesor uniforme moldeadas mediante compresion. Las muestras porosas de PAHB se produjeron utilizando
la técnica de lixiviacion mediante sal descrita a continuacién. El comportamiento de la degradacion in vitro se estudio
incubando los discos en un bufer de fosfato estéril (8 mM de fosfato de sodio, 2 mM de fosfato de potasio, 140 mM de
CINa, 10 mM de KCl, pH 7,4, contentivo de NaN; como preservante) a 37°C. El comportamiento de la degradacién
in vivo se estudi6 después de la implantacion en bolsas subcutdneas en ratas.

Preparacion de P4HB Poroso

Los cristales clasificados de cloruro de sodio (80-180 um) se mezclaron con P4HB fundido (debe notarse que
la proporcién de sal del polimero puede ajustarse para producir la porosidad deseada, mientras que el tamafio de la
particula puede ajustarse para producir poros de tamafio diverso). La mezcla de sal del polimero se comprimi6 hasta
lograr una pelicula fina. Después de permitir que el material se solidificara, la pelicula se retir6 del soporte mylar. La
pelicula se extrajo exhaustivamente con agua para retirar la sal, dejando una pelicula porosa de P4HB.

Degradacion acelerada de P4HB

Se estudi6 la degradacion de PAHB in vivo. Se examinaron tres configuraciones diferentes de diversa porosidad
(0%, 50% y 80% de porosidad). Se poncharon discos pequefios (5 mm de didmetro) a partir de peliculas de PAHB de
espesor uniforme moldeadas mediante compresién. Las muestras porosas de PAHB se produjeron utilizando una téc-
nica de lixiviacién mediante sal. El comportamiento de la degradacién in vivo se estudié después de la implantacién en
bolsas subcutdneas en ratas. Las muestras se retiraron en momentos diferentes. La masa molecular se midi6 mediante
GPC y la pérdida de masa se midi6 por cuantificaciéon del 4HB remanente mediante andlisis CG. Los resultados se
muestran en la Figura 3. Como muestra la Figura 3, la pérdida de masa de la muestra variaba con la porosidad. Las
muestras de la pelicula, de 50% y 80% de porosidad mostraron un 5%, 20% y 75% de pérdida de masa respectiva-
mente en un periodo de seis semanas, mientras que la pérdida media de masa molecular de estas muestras también
disminuy® significativamente (20 al 50%). Estos datos demuestran que la velocidad de degradacién de los PHAs puede
modificarse y controlarse alterando la porosidad y aumentando el drea superficial.

Resultados

Los implantes de PAHB mostraron una respuesta inflamatoria muy minima, mucho menor que para la de una
malla no tejida de PGA. Esta es una buena indicacién de la biocompatibilidad de estos materiales. Las muestras
se retiraron en momentos diferentes y se evaluaron histolégicamente tanto respecto a los implantes como al tejido
circundante. La masa molecular se midi6é por GPC y la pérdida de masa se midi6 por cuantificacién del 4HB remanente
mediante andlisis GC. Los resultados se muestran en las Tablas 6 y 7. Como muestra la Tabla 6, el PAHB no se
degrada significativamente luego de un periodo de 10 semanas in vitro. Todas las muestras mantuvieron su peso
inicial, y se produjo de un 20% a un 40% de disminucién en la masa molecular media. Las muestras incubadas in
vivo mostraron una degradaciéon mucho mds pronunciada. La pérdida de masa variaba con la porosidad. Las muestras
de pelicula, del 50% y del 80% de porosidad mostraron un 20%, 50% y 100% de pérdida de masa respectivamente
en un periodo de mds de 10 semanas, mientras que la pérdida media de masa molecular de estas muestras también
disminuyé significativamente (20 al 50%).

El examen microscépico de luz y mediante microscopia electrénica por barrido ambiental (ESEM) de las muestras
muestra cambios poco discernibles para las muestras in vitro en el periodo de diez semanas de incubacién. En contraste,
los implantes in vivo muestran sefiales distintivas de degradacion. La superficie de estos materiales se degradaba
progresivamente durante el periodo de implantacién de 10 semanas. Después de una semana, las muestras de pelicula
mostraban algunas sefiales de ruptura que progresaban a erosion superficial y formacién de agujeros en las nueve
semanas siguientes.

Los datos de la degradacion in vitro sugieren que el PAHB es relativamente estable a la hidrélisis simple, a dife-
rencia de otros poliésteres utilizados en aplicaciones bioreabsorbibles, tales como el PGA, PLA y sus copolimeros.
Sin embargo, la degradacion de los implantes indicaba que el PAHB puede degradarse in vivo, sugiriendo un mo-
do de degradacién mediado biolgicamente. Los datos muestran un incremento en la degradacién con incremento
de la porosidad, lo que indica que el drea superficial del implante del polimero juega un papel en su degradacién
in vivo. Esto sugiere que la degradacién de los polimeros de P4HB in vivo ocurre en la superficie del implante, a
diferencia de los materiales PGA o PLA que se degradan a través del implante mediante hidrdlisis, con disminu-
cion asociada de la masa molecular y pérdida de las propiedades mecanicas. Estos datos sugieren que la velocidad
de degradacién del PAHB puede modificarse y controlarse alterando su drea superficial. También, se espera que este
tipo de degradacién superficial resulte en una pérdida de masa molecular relativamente lenta permitiendo el mante-
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nimiento de las propiedades materiales del polimero por un tiempo mayor que en el caso de los poliésteres médicos
absorbibles existentes. Los implantes de PAHB se toleraron bien y mostraron solo una reaccién minima como cuerpo
extrafio. Estos resultados muestran que estos materiales tienen ventajas significativas sobre los poliésteres médicos

existentes.

TABLA 6

Degradacion de P4HB In Vitro: Porcentaje de la Masa Original Remanente y de la Masa Molecular

Implantacién | Reman.? de |Masa mol. de{ Reman.” al | Porcent. de | Reman.?al | Porcent. de masa
(semanas) | pelicula, % | la pelicula® |50% en peso,|masa molec.”}80% en peso,jmolec.” al 80% por.
peso % al 50% %
0 108 1144 592 96 963145 | 123 1291117
1 a7 1160 707 93 1103 860 99 968 245
2 101 1008 496 98 1055614 106 1072 328
4 100 887 005 96 725 089 116 987 665
6 109 896 521 97 764 260 95 1049 079
10 92 772 485 90 605 608 100 727 543
¥ determinado por andlisis GC. Véase Tabla 3 para los detalles
®. determinado por andlisis cuantitativo GC. Véase Tabla 2 para los detalles

TABLA 7

Degradacion de PA4HB in Vivo. Porcentaje de la Masa Original Remanente y Masa Molecular

Implantacion] Reman?®de [Masa mol. de| Reman.al | Porcent. de | Reman.”al | Porcent. de masa
(semanas) | pelicula, % | la pelicula® |50% en peso,/masa molec.’|80% en peso,/molec.” al 80% por.
peso % al 50% %

0 108 1144 592 96 963 145 123 1291 117

1 103 1091107 109 1026 821 88 1132492

2 95 1054 873 94 973 830 35 943 960

4 92 1007 736 73 989 629 39 881 919

6 90 797 170 74 801 330 28 689 157

10 80 716 296 48 647 175 0 nd
2 determinado por analisis GPC. Véase Tabla 3 para los detalles
®. determinado por andlisis GC. Véase Tabla 2 para los detalles. Los expiantes a menudo pesaban mds que el
implante original debido a la presencia de tejido adherente o sangre coagulada. Por tanto, la masa de ’P4HB en el
explante se determiné por andlisis GC cuantitativo. El porcentaje del peso del P4HB remanente se tomo como esta
masa dividida por el implante original.

Ejemplo 5

Moldeado por compresion

El PAHB se comprimi6 hasta lograr una pelicula fina utilizando una prensa hidrdulica Carver. Las platinas se
calentaron hasta 115°C. El PAHB se comprimi6 entre dos ldminas de mylar utilizando espaciadores metalicos. El
espesor del espaciador y la presion de la prensa se ajustaron para controlar el espesor de la pelicula. La pelicula se
retiré de la prensa y se enfrié a temperatura ambiente. Después de la solidificacion (en materia de segundos) la pelicula
se separ6 facilmente del material de apoyo del mylar. Los datos mecédnicos de este material se muestran en la Tabla 1.
La rapida solidificacién del PAHB demuestra su rdpida cristalizacion.
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TABLA 1

Propiedades térmicas y mecdnicas de polimeros médicos seleccionados

Polimerc | Tm(°C)| Tq(°C) | Res. Traccién (psi) | Modulo (psi) |Elongacion (%);  Degradacién
P4HB 60 -51 7500 9400 1000 Depende de conf.
pP4HB50® 80 -51 895 2155 164 Depende de conf.
pP4HB80® 60 -51 180 257 100 Depende de conf.
P4HB-3HB 10% 50 -42 9000 14.500 1080 No reportado
PHB 175 0 4000 110.000 4 >52 semanas
PGA 230 35 10000 1.000.000 17 8 semanas
PDLLA Am 53 5000 300.000 5 <8 semanas
PLLA 175 55 10.000 500.000 8 >8 semanas
DLGLG 50/50 Am 48 7000 300.000 5 3-8 semanas
LDPE 2000 400-700 No degradable
HDPE 4000 100-1000 No degradable
UHMWPE 7250 450 No degradable

PP 4000 20.000 200-700 No degradable

PET 8500 50 No degradable

PTFE 3000 @ 50.000 300 No degradable
Rendimiento

4pP4HB50, P4HB 50% poroso, véase ejemplo 7

®oP4HB80, P4HB 80% poroso, véase ejemplo 7

Referencias de la tabla:

1. De este trabajo medido segtin la ASTMD638 a temperatura ambiente y a una velocidad de cepa de 0,05 0 0,1
cm./min.

2. Hutmatcher et.al. Int. Oral Max. Imp. 1996, 11:667-78.

3. Nobes et. Al.. enviada.
4. Mark, Physical Properties of Polymers Handbook, American Inst. Of Physics, Woodbury, New York, 1996.
5. Schwartz S.S. and Goodman, S.H. Plastic Materials and Processes, Van Nostrand Reinhold Company, New

York, 1982.
| 6. Saito Y. and Doi, Y. Intl._J. Biol. Macromol. (1994) 16:99-104.

Ejemplo 6
Moldeado por compresion de P4HB poroso

Cristales clasificados de cloruro de sodio (80-180 um) se mezclaron con el PAHB fundido descrito en los Ejemplos
4y 5. (Laproporcién de la sal del polimero puede ajustarse para producir la porosidad deseada, mientras que el tamafio
de particulas puede ajustarse para producir poros de diverso tamafio). La mezcla de sal del polimero se comprimié
hasta lograr una pelicula fina utilizando las condiciones descritas en el Ejemplo 6. Después de permitir que el material
solidificara, la pelicula se retiré del apoyo del mylar. La pelicula se extrajo exhaustivamente con agua para retirar la
sal, dejando una pelicula porosa de PAHB. La remocion de la sal se monitoreé mediante andlisis de cloruros en el
material flotante y se confirmé mediante andlisis elemental de la pelicula lixiviada (menos de 0,5% de cloruro). Los
datos mecdnicos para PAHB con 50% y 80% de porosidad (pP4HBS50 y pP4HBS80, respectivamente) se muestran en la
Tabla 1.

Ejemplo 7
Siembra de célula en bastidores de apoyo de P4HB

El PAHB poroso, tal como lo describe el Ejemplo 6, se esteriliz6 mediante tratamiento en frio con 6xido de etileno.
Se sembr6 con células vasculares bovinas y se cultivo in vitro. Los datos preliminares indicaron buena sujecion de
estas células al material. Esto es una demostracién mas de la biocompatibilidad de este material. El nimero de células
que se fijaron al material se puede cuantificar utilizando un ensayo de ADN compardndolo con los estdndares para los
bastidores de apoyo de ingenieria de tejidos, malla PGA.
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Ejemplo 8
Orientacion de la fibra de PAHB

Las tiras de P4AHB moldeadas mediante compresion se estiraron uniaxialmente. La muestra se volvié mds estrecha y
se aclard, mostrando sefiales de adoptar forma de collarin. Después de este procesamiento de estiramiento, el polimero
parecia mads resistente y algo mds flexible, demostrando una orientacion uniaxial de la muestra.

Ejemplo 9
Produccion de espuma de PAHB

Se utiliz6 un método térmico de separacién por fases para lograr espuma de PAHB. Primeramente, se disolvié
el PAHB en dioxano de 1 a 5% p/v. Esta solucién de polimero se fundié6 como una pelicula fina y se solidificé por
enfriamiento en hielo por debajo del punto de fusién del dioxano. El solvente se evapor6 a partir de este material sélido
a baja presion para aportar una espuma porosa con las dimensiones aproximadas de la pelicula gruesa inicial. El andlisis
ESEM de este material mostr6 una estructura altamente porosa de tipo esponjoso. La concentracién de polimero y el
proceso de enfriamiento pueden variarse para alterar la porosidad de la espuma. Antes de la congelacion, la solucién
del polimero puede conformarse en una variedad de formas, desmenuzarse en material particulado o utilizarse como
recubrimiento. Por tanto, esta técnica de separacion térmica por fases puede utilizarse para producir una gran variedad
de formas tridimensionales altamente porosas de PAHB.

Ejemplo 10
Recubrimiento con P4HB de una malla no trejida de PGA

El P4HB se disolvié en tetrahidrofurano al 1% p/v. Una malla de PGA no tejida de 1 mm de espesor (Albany
Internacional, densidad bulto 52 mg/cc) se introdujo dentro de esta solucién de manera tal que se eliminaran los
huecos (vacios) de aire. La malla recubierta se secé al aire y se repiti6 el procedimiento de recubrimiento. El anélisis
microscépico de luz y ESEM de la malla recubierta mostré que durante el proceso de secado el polimero emigré
a las intersecciones de fibra y funcioné para unir las fibras. Esta técnica de unién de fibras mejoré sustancialmente
la resistencia y maniobrabilidad de la malla de PGA. EI andlisis de traccién segin la ASTM D638, mostré que la
resistencia a la traccién, el médulo de Young y la elongacidn final de este material fueron 130 psi., 240 psi. y 171%,
respectivamente. Esto constituye una mejora significativa con respecto al material no recubierto que era muy fragil
para realizarle la prueba de estos pardmetros.

Ejemplo 11
Recubrimiento con espuma de P4HB de una malla no tejida de PGA

El P4HB se disolvié en dioxano a 2,5% p/v. Una malla de PGA no tejida de 1 mm de espesor (Albany Internacional,
densidad en bulto 52 mg/cc) se introdujo dentro de esta solucién de manera tal que se eliminaran las vacuolas de aire.
La malla recubierta se enfrié con hielo de manera que se solidificara la solucién de recubrimiento. La malla se secd
por congelacion para eliminar el dioxano. El andlisis microscépico de luz de la malla recubierta mostré que durante
el proceso de secado mediante congelacién el polimero formé una espuma en forma de red a lo largo de la malla
PGA. Este material espumoso tiene buena maniobrabilidad. La elevada area superficial y las propiedades mecénicas
incrementadas son atractivas con respecto a una gama de aplicaciones.

Ejemplo 12
Formacion de microesferas de PAHB

El P4HB se disolvié en diclorometano al 1% p/v. Se mezcl6é un volumen de 1 ml de esta solucién con 5 ml de
una solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5% p/v. La mezcla de dos fases se mezclé mecdnicamente para
dar una emulsién. Se burbujed una corriente de nitrégeno a través de la mezcla durante una hora con agitacion rapida
para facilitar la eliminacién del diclorometano. La mezcla se agité al aire durante la noche para lograr la eliminacién
completa del diclorometano. La suspension resultante contenia microesferas de PAHB de alrededor de 1-10 um, segtin
se determind por un microscopio 6ptico de contraste de fases.

Conclusiones de los ejemplos
El homopolimero de P4AHB tiene propiedades fisicas y caracteristicas de degradacion que lo hacen muy atractivo
como implante para su uso en aplicaciones médicas. Este polimero puede fabricarse en forma de fibras, ldminas,

espumas, recubrimientos, estructuras, filamentos y similares para su uso como material médico implantable.
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REIVINDICACIONES

1. Un implante médico biocompatible para la sujecion, fijacién, apoyo, reparacién o refuerzo del tejido blando,
comprendiendo el implante una composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato),

en el que la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) comprende opcionalmente aditivos que
pueden alterar la estabilidad quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio ponderal en el intervalo entre
10.000 y 10.000.000 de Daltons,

en el que el implante se selecciona entre el grupo que consta de fijadores de suturas; dispositivos de reparacion
del menisco; remaches; clavijas; tornillos de interferencia; mallas quirdrgicas para implantes de tejido blando para
el refuerzo del tejido blando; para tirantes de defectos fasciales; para un parche de traquea o de otro érgano; para
recuperacion de 6rganos; para material dural de injerto; para vendaje de heridas o quemaduras, o para un tapén he-
mostdtico, cabestrillos; pasadores ortopédicos, barreras de adhesion; stents cardiovasculares, de gastroenterologia o
uretéricos; dispositivos de reparacion articular de cartilagos; guias de nervios; dispositivos de reparacién de tendones;
dispositivos de reparacién de defectos septales atriales; parches cardiovasculares para injertos vasculares de parche;
parche intracardiaco o para cierre mediante parches después de la endarterectomia; y parches de reparacién para la
reparacion de defectos de la pared abdominal y la torécica, para hernia inguinal, paracolostomia, defectos ventrales,
paraumbilicales, escrotales o femorales, para refuerzo de pliegues musculares; para refuerzo de lineas de engrampado
e incisiones largas, para reconstruccion de la pared pélvica, para reparacion de prolapso rectal o vaginal, para sostén
de suturas y engrampados, para reparacion urinaria o de vejiga o para vendajes.

2. El implante de la Reivindicacion 1 en el que la velocidad de degradacion de la composicién de homopolimero de
poli(4-hidroxibutirato) se controla mediante incremento de la porosidad de la composicién de poli(4-hidroxibutirato).

3. El implante de la Reivindicacion 1, en el que la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) con-
tiene aditivos seleccionados entre el grupo que consta de sustancias hidréfilas, sustancias hidr6fobas y recubrimientos
que alteran la absorcién de agua por parte de la composicién.

4. El implante de la Reivindicacién 1 que contiene aditivos que alteran la estabilidad quimica del polimero.

5. El implante de la Reivindicacién 4 en el que los aditivos promueven escisién de la cadena.

6. El implante de la Reivindicacién 4 en el que los aditivos se seleccionan entre el grupo que consta de 4cidos, bases,
electréfilos, nucledfilos, plastificadores, polimeros, agentes formadores de poros y agentes disefiados para reducir la
cristalinidad del polimero.

7. El implante de la Reivindicacion 1 que comprende agentes formadores de poros.

8. El implante de la Reivindicacién 7 en el que los agentes formadores de poros son particulas liofilizables.

9. El implante de la Reivindicacién 7 en el que los agentes formadores de poros absorben agua.

10. Un método para la fabricacién de un implante médico biocompatible para la sujecion, fijacién, apoyo, repara-
cion o refuerzo del tejido blando, comprendiendo el implante una composicién de homopolimero de poli(4-hidroxibu-

tirato),

en el que la composicién de homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) comprende opcionalmente aditivos que alte-
ran la estabilidad quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio ponderal en el intervalo entre
10.000 y 10.000.000 Daltons,

que comprende
la provisién de una composicién de homopolimero de poli(4-hidroxibutirato),

en el que opcionalmente la composicién de homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) comprende aditivos que alte-
ran la estabilidad quimica del polimero,

en el que el homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) tiene un peso molecular medio ponderal en el intervalo entre
10.000 y 10.000.000 de Daltons; y

que conforma o incorpora la composicién del homopolimero de poli(4-hidroxibutirato) a un implante seleccionado
entre el grupo que consta de fijadores de suturas; dispositivos de reparacion del menisco; remaches; clavijas; tornillos
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de interferencia; mallas quirdrgicas para implantes de tejidos blandos para el refuerzo del tejido blando, para tirantes
de defectos faciales, para un parche de traquea o de otro 6rgano; para recuperacion de érganos, para material dural
de injerto, para vendaje de heridas o quemaduras o para un tapén hemostatico, cabestrillos; pasadores ortopédicos;
barreras de adhesion; stents cardiovasculares, de gastroenterologia o uretéricos; dispositivos de reparacion articular de
cartilagos; guias de nervios; dispositivos de reparaciéon de tendones; dispositivos de reparacién de defectos septales
atriales; parches cardiovasculares para injerto de parche vascular; parche intracardiaco o para cierre mediante parches
después de la endarterectomia; y parches de reparacion para la reparacién de defectos de las paredes abdominal y
toracica, para hernias inguinales, en paracolostomia, ventrales, paraumbilicales, escrotales o femorales; para refuerzo
de pliegues musculares; para refuerzo de lineas de engrampado e incisiones largas, para reconstruccion de la pared
pélvica, para reparacién de prolapsos rectales o vaginales, para sostén de suturas y engrampados, para reparacién
urinaria o de vejiga o para vendajes.

11. El implante de la Reivindicacién 1 o el método segiin la Reivindicacién 10, en el que:

el remache o clavija es un dispositivo para reparaciéon SLAP de lesiones, reparacién de separacién acromio-cla-
vicular, reparacién de la rotacién del pufio, cambio capsular o reconstrucciones capsulares, tenodesis de biceps o
reparacion del deltoides;

siendo la malla quirdrgica para la reparacion de aponeurosis abdominal, de la pared abdominal, de defectos fas-
ciales o capsulares, tendones de la rétula o de Aquiles o para el reemplazo de tendones infraespinales o ligamentos
craneales cruciformes.

12. El implante segtin la Reivindicacién 1, en el que el implante contiene ademads un agente terapéutico, profilactico
o diagndstico.

13. El implante segiin la Reivindicacion 12, en el que el agente terapéutico, profildctico o diagndstico se selecciona
entre el grupo que comprende, genes, oligonucleétidos, dcidos nucleicos, moléculas de sentido inverso, ribozimas,
vectores retrovirales para uso en terapia de genes, anticuerpos y sus fragmentos, factores de sujecion celular, ligandos
de receptores, enzimas, péptidos de adhesion, sacaridos, medicamentos polisacaridos sintéticos organicos o inorga-
nicos, factores de coagulacién sanguinea, inhibidores de coagulacién sanguinea, agentes de disolucién de codgulos,
antigenos para inmunizacién, hormonas, factores de crecimiento y agentes de diagnéstico detectables mediante rayos
X, fluorescencia, imédgenes de resonancia magnética, radioactividad, ultrasonido, tomografia computarizada (CT) o
tomografia por emision de positrones (PET).

14. El implante segtin la Reivindicacion 13, en el que: el agente de disolucidon de codgulos se selecciona entre la
estreptocinasa y el activador plasminégeno de tejidos; el polisacarido es heparina; el oligonucleétido es un oligonu-
cleédtido de sentido inverso; el agente diagnéstico detectable por ultrasonido es un gas seleccionado entre aire, oxigeno
y perfluorocarbonos.

15. El implante segun la Reivindicacién 1, en el que el polimero encapsula células o tejido.
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