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RETICULADA, COMPOSIGAO DE GEL DE POLISSACARIDEO E POLISSACARIDEO BIOCOMPATIVEL RETICULADO, USO
DE UMA COMPOSIGCAO, E, PROCESSO DE TRATAMENTO MEDICO OU PROFILATICO DE UM MAMIFERO". A presente
invencdo fornece um processo para preparar uma composicdo de gel de polissacarideo biocompativel reticulada, que
compreende: formar uma solugdo aquosa de um polissacarideo reticulavel, sollivel em agua; iniciar uma reticulagao do referido
polissacarideo na presenca de um agente de reticulagdo polifuncional para o mesmo; impedir estericamente a reacdo de
reticulagdo de ser terminada antes que ocorra a geleificagdo, um polissacarideo ativado sendo obtido; e reintroduzir as condigbes
estericamente impedidas para o referido polissacarideo ativado, de modo a continuar a reticulagdo do mesmo apra um gel
viscoelastico. A invencdo também fornece uma composigao de gel obtenivel por um taL processo, assim como composigfes de
gel para diferentes usos médicos.
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“PROCESSO PARA PREPARAR UMA COMPOSICAO DE GEL DE
POLISSACARIDEO BIOCOMPATIVEL RETICULADA, E,
COMPOSICAO DE GEL DE POLISSACARIDEO”.

CAMPO TECNICO:

A presente invengdo refere-se ao campo de composi¢des de

gel de polissacarideo biocompativeis, € mais especificamente a um novo
processo para a reticulagdo de tais composi¢des, uma nova estrutura de gel
sendo obtida. A nova estrutura confere propriedades aperfeicoadas as
composi¢des de gel anteriormente conhecidas, assim como permite novos
usos das referidas composig¢des, tanto como tais como contendo ingredientes
ativos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO:

Géis de ligagdo em 4agua sdo amplamente usados no

campo biomédico. Eles sdo geralmente preparados pela reticulagéo
quimica de polimeros para redes infinitas. Quando do uso de
polimeros biocompativeis, geralmente tem que ser utilizado um
baixo grau de reticulagdo para a manutengdo da referida
biocompatibilidade. Entretanto, freqlientemente um gel mais denso ¢
requerido para que seja obtido um efeito apropriado do dos ingredientes
ativos utilizados, e em tal caso, a biocompatibilidade serd
freqiientemente perdida.

Outra propriedade valiosa dos géis de ligacdo em 4agua, ou
hidrogéis, é a de que os peptideos e substdncias ativas biologicamente
maiores podem ser encerrados nos mesmos para a formac¢do de uma
composic¢do de liberagdo sustentada. Entretanto, problemas praticos tem sido
envolvidos na obtengdo de um tempo de manutengdo suficiente do

ingrediente ativo, uma vez que, genericamente, o ingrediente ativo ¢ liberado
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na mesma taxa em que ele foi dissolvido ou encerrado na composigio
referida. Além disto, se um tal gel fosse densificado em wwna teatativa de
manter-se o ingrediente ativo por um tempo maior, ele iria rapidamente
intumescer em um tecido animal, onde existe o livre acesso de 4gua.

Um dos polimeros biocompativeis mais amplamente usados
para o uso médico € o acido hialurénico. Como ele esta presente em idéntica
composi¢do em cada organismo vivo, ele fornece um minimo de reagdes e
proporciona usos médicos avangados. Corﬁo uma consequéncia disto, ele tem
sido matéria de muitas tentativas de modificacdo. Deste modo; ele tem sido
reticulado com agentes, tais que aldeidos, epoxidos, compostos poliaziridila e
divinilsulfona (Laurent et al., Acta Chem. Scand 18 (1964) N° 1, pag. 274;
EP 0 161 887B1; EP 0265 116A2: e US 4.716.154).

Na publicagdo WO 87/ 07898 ¢ exposta uma reacdo de um
polissacarideo com um epodxido polifuncional, a remogdo do excesso do
referido epoxido e finalmente a operagdo de secagem para reticular o referido
polissacarideo em um filme, material pulverizado ou produto seco similar.
Entretanto, ndo existe sugestdo na mesma para diluir o polissacarideo
ativado, e entdo reconcentrar o mesmo na densidade ou consisténcia
desejada, que é entdo substancialmente permanente.

A patente US 5.128.326 expde uma quantidade de acidos
hialurénicos modificados para uso como produtos farmacéuticos de depdsito.
Os processos expostos de “carga” das preparagdes de gel sdo todos baseados
em uma difusdo do ingrediente ativo no gel, e entdo em uma liberacdo do
mesmo com a mesma constante de difusdo. Contrariamente a isto, a presente
invencdo envolve uma dissolugdo do ingrediente ativb, seguida por uma
densificagdo ou concentragdo da composi¢do do gel, até que ndo ocorra, ou
que ocorra uma difusdo muito menor do referido ingrediente ativo.

A patente US 5.399.351 expde misturas de gel e de solucdes

poliméricas, as referidas solugdes sendo utilizadas para aperfeigoar as



10

15

25

propriedades reoldgicas do gel. Entretanto, também neste caso, sdo expostos
géis reversivelmente comprimidos, como pode ser oosarvadc a partir de, por
exemplo, col.6, linhas 53-58.
SUMARIO DA INVENCAO:

De acordo com a presente invengao, foi inesperadamente
verificado que as composi¢des de gel de polissacarideo tendo uma nova
estrutura e, deste modo, novas, notaveis propriedades, podem ser obtidas
através do uso de uma nova técnica para a reticulagao das mesmas. A referida
nova técnica de reticulagdo permite um controle versatil .da estrutura e das
propriedades da composi¢do de gel de polissacarideo manufaturada, que, por
sua vez, torna possivel especificar a composi¢do final para os propositos
intencionados.

Mais especificamente, um objeto da presente invengdo € o de
fornecer um Pprocesso para a preparagdo de uma composi¢do de gel de
polissacarideo reticulada, cuja biocompatibilidade da mesma pode ser retida,
a despeito de um elevado grau de reticulacdio ou polimerizagdo.

Outro objeto da invengdo € o de prover uma composi¢do de
gel de polissacarideo com propriedades viscoelasticas, a despeito de ser
reticulada a um grau substancial.

Ainda um outro objeto da invengdo € o de proporcionar uma
composigio de gel de polissacarideo, que seja mais ou menos
ireversivelmente densificada ou concentrada, isto é, que nio seja
substancialmente intumescivel, ou o seja apenas em um grau limitado quando
contatada com agua.

Ainda um outro objeto da invengdo € o de fornecer uma
composigdo de gel de polissacarideo encerrando uma substincia
biologicamente ativa para uso como uma composi¢do de liberagéo sustentada
ou como uma composi¢do de depoésito.

Outro objeto da invengdo € o de prover composi¢des de gel de
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polissacarideo contendo uma variedade de substancias biologicamente ativas
para usos como composi¢des médicas ou profilaticas para diferentes
propositos.

Ainda um outro objeto da inveng@o é o de proporcionar usos
das composigdes referidas para a manufatura de composi¢bes médicas ou
profilaticas, assim como para a administragdo a mamiferos, especialmente
humanos.

Ainda um outro objeto da invengdo ¢ o de fornecer uma
composicdo de gel de polissacarideo ativada parcialmente reticulada, como
obtida como um intermediario no processo acima mencionado de acordo com
a invengio, cujo intermedidrio pode ser finalmente reticulado in sifu em
qualquer sitio desejado.

Estes e outros objetos da invengo tornar-se-do evidentes pela
descri¢do mais detalhada dos mesmos, abaixo apresentada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De acordo com um aspecto da presente invengdo € assim
provido um processo para preparar uma composi¢do de gel de polissacarideo
biocompativel reticulada, cujo processo compreende:

- formar uma solugfo aquosa de um polissacarideo reticulavel,
soluvel em agua;

- iniciar uma reticulacio do referido polissacarideo na
presenca de um agente de reticulagdo polifuncional para o mesmo;

- impedir estericamente a reagdo de reticulagdo de ser
terminada antes que ocorra a geleificagdo, sendo deste modo obtido um
polissacarideo ativado; e

- reintroduzir condigdes estericamente ndo-impedidas para o
referido polissacarideo ativado, de modo a continuar a reticulagdo do mesmo
até a um gel viscoelastico.

Em outras palavras, o novo processo de acordo com a presente
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inven¢do envolve uma reticulagdo de um polissacarideo reticulavel, soluvel
em agua, em pelo menos duas etapas ou estagios, emn que a reagio de
reticulacdo € descontinuada antes que a geleificagdo seja iniciada, a referida
descontinuagdo sendo efetuada pelo impedimento estérico da referida reagéo
de reticulagdo. A reagdo de reticulag@o € entdo continuada em uma segunda
etapa pela reintroducio de condi¢cdes estericamente ndo-impedidas.

Assim, foi primeiramente inesperadamente verificado que,
pélo referido impedimento estérico, um polissacarideo ativado € obtido, cuja
reticulagdo ou polimerizagdo do mesmo pode ser continuada, simplesmente,
pela reintroducio de condic¢des estericamente ndo-impedidas para o mesmo.
Em segundo lugar, foi também inesperadamente verificado, que a
composicdo de.gel de polissacarideo, obtida deste modo, ndo forma a
estrutura densa, compacta, que teria sido obtida se a correspondente reagdo
de reticulagdo tivesse sido efetuada em uma Unica etapa para um gel

totalmente reticulado, mas preferivelmente para um gel viscoeléstico. Além

disto, como foi mencionado acima, a nova estrutura de gel, obtida pela

presente invencdo, representa uma estrutura de gel substancialmente
irreversivel, que ndo intumesce em nenhuma extensdo apreciavel em contato
com a agua ou com qualquer outro meio aquoso. Genericamente, isto
significada que o referido reintumescimento € inferior a 10%, em volume,
baseado no volume como obtido a partir do processo reivindicado.

Embora a inven¢do ndo esteja limitada por quélquér teoria,
pode ocorrer que a nova estrutura obtida pela presente invencdo seja uma
combina¢do de reticulacdo entre cadeias de polimero existentes e um
alongamento de cadeias existentes, preferivelmente a uma rede muito densa,
fornecendo uma estrutura muito rigida. O que pode sugerir um tal mecanismo
¢ o fato de que um produto viscoeldstico é obtenivel pela invengéo.

Como aqui usado, o termo “impedir estericamente a reagdo de

reticulagdo “deve ser interpretado em um sentido amplo, isto €, ndo precisa
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necessariamente constituir um impedimento completo mas, em muitos casos,
preferivelmente um impedimentb parcial da reagdo referida. Ou seja, o gue €
importante é que a taxa de reticulagdo é substancialmente reduzida para
permitir com que a reagdo de reticulagdo final ocorra com novos sitios de
reacdo envolvidos.

De‘ modo similar, o termo “reintroduzir condigdes
estericamente ndo-impedidas “deve ser também interpretado de modo amplo,
o'que significa genericamente que as referidas condi¢des estericamente ndo-
impedidas n#o precisam necessariamente ser exatamente as mesmas
condi¢gdes estéricas que foram usadas quando do inicio da reagdo de
reticula¢do. Deste modo, o que é genericamente importante € que as referidas
condi¢des estericamente ndo-impedidas permitam com que ocorram reagoes
mais rapidas do que com as referidas condigdes estericamente impedidas.

O impedimento estérico da reagdo de reticulagdo deve ser
obtenivel em muitos modos diferentes, mas uma modalidade preferida da
invencdo a este respeito é representada pelo caso em que o impedimento
estérico compreende a diluicdo do meio aquoso, no qual a reagdo de
reticulacio é efetuada, para alcangar uma concentragdo mais baixa do
polissacarideo no referido meio.

Reintroduzir as condi¢des estericamente ndo-impedidas deve
ser também possivel em diferentes modos, mas uma modalidade preferida a
este respeito é o caso que compreende a evaporagdo do meio aquoso, no qual
a reagdo de reticulagdo é efetuada, para alcancar uma concentragdo mais
elevada do polissacarideo no referido meio. Outra modalidade preferida a
este respeito € representada pelo caso que compreende a didlise do meio
aquoso, no qual a'reagﬁo de reticulac@o é efetuada.

De acordo com uma modalidade preferida da invengdo, o
impedimento estérico da reagdo de reticulagdo ¢ efetuado antes que o agente

de reticulagio tenha sido consumido. Isto, por sua vez, significa
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genericamente também que a reintroducdo de condi¢des estericamente nao-
impedidas ¢ iniciada na presenca do referido agente de reticulacdo ndn-
consumido.

O impedimento estérico da reacdo de reticulacdo pode ser
geralmente iniciado ou realizado na faixa de 50-90% do tempo de
geleificagdo total usado no processo de acordo com a invengdo, sendo
também levada em considera¢do a elasticidade ou consisténcia adequada para
o0 uso intencionado da composigéo.

A idéia inventiva deve ser aplicavel a qualquer polissacarideo
biocompativel que seja reticulavel e solavel em um meio aquoso. Deste
modo, o termo “solivel em 4gua” deve ser interpretado em um sentido
amplo, a dgua pura ndo sendo necessariamente necessaria. Ou seja, solugdo
aquosa significa qualquer solug¢@o aquosa, em que a 4gua seja 0 componente
principal. Um subgrupo de polissacarideos preferido em conexdo com a
invencdo €, entretanto, um glicose amino glucano, do qual o 4&cido
hialurénico é um exemplo especialmente interessante.

O agente de reticulagdo a ser usado em conexdo com a
invencdo é qualquer agente de reticulagdo previamente conhecido, Gtil em
conexdo com polissacarideos, sendo levado em consideragdo assegurar-se
que os pré-requisitos de biocompatibilidade sejam  preenchidos.
Preferivelmente, entretanto, o agente de reticulacdo é selecionado a partir do
grupo que consiste de aldeidos, epéxidos, compostos -de poliaziridila, €teres
de glicidila e divinilsulfonas. Destes, os ésteres de glicidila representam uma
grupo especialmente preferido, do qual o éter de diglicidila 1,4—buténdiol
pode ser referido como um exemplo preferido. Nesta conexdo, deve ser
também mencionado que “polifuncional “inclui difuncional.

A reagdo de reticulagdo inicial na presenca de um agente de
reticulagdo polifuncional pode ser realizada em valores de pH variaveis,

primariamente dependendo de se devem ser promovidas reagdes de éter ou de
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éster. Preferivelmente, isto significa que a referida reagdo de reticulagio é
efetuada em um pH alcalino, especialménte em um pHE acima de 9, por
exemplo, na faixa de um pH de 9-12, quando da promogédo de formagdes de
éter. Quando da promocdo de formacdes de éster, a referida reagdo de
reticulagdo € preferivelmente efetuada em um pH 4acido, especialmente em
um pH de 2-6.

Um aspecto interessante da invencdo € representado pelo caso
em que a composi¢do de gel de polissacarideo reticulada preparada ¢
utilizada de tal modo que a invencdo permita a manufatura de uma
composi¢do viscoelastica. Uma tal composi¢édo viscoelastica €, por exemplo,
util em cirurgia oftadlmica, como um substituto do fluido sinovial, como gotas
para os olhos, etc, e como acima referido, a presente invencao torna possivel
especificar - as propriedades viscoelasticas para tais usos. Assim, pela
utilizacdo da tecnologia estérica de acordo com a presente inilengéo, é
possivel obter extensdes de cadeia, ramificacdes de cadeia, reticu‘lag@eé, etc,
em um modo mais controlado que pelas técnicas p’reviarﬁente usadas, com
sitios de acoplamento mais ou menos randomizados.

Além disto, por meio do fato de que os géié obtidos de acordo
com a inven¢do ndo retém o seu volume original na presenca de um meio
aquoso, 0s novos produtos ndo causam qualquer interferéncia ou efeitos de
volume negativos nestes ou em outros usos médicos.

De acordo com a presente invengdo, é também possivel incluir
dentro da composicdo de gel de polissacarideo qualquer substincia
biologicamente ativa, para qual um veiculo de gel de polissacarideo seja

desejado ou aceito. Neste contexto, a técnica de diluigdo-concentragdo usada -

no processo reivindicado permite o encerramento da referida substincia

biologicamente ativa antes de que o polissacarideo seja submetido a
condi¢des estericamente ndo-impedidas. Ou seja, enquanto que as condigdes

estericamente ndo-impedidas geralmente significam uma opera¢io de
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concentragdo, uma tal operacdo significa que a substincia biologicamente
ativa estara presente em uma fase que € mais compaczadz do .que a referida

substdncia que foi incluida no referido veiculo. Em outras palavras, a

substincia biologicamente ativa pode ser retida por muito mais tempo, se

comparada as reagOes de reticulagdo de gel previamente conhecidas. Deste
modo, um melhor perfil de liberagdo sustentada para a substincia ativa €
obtenivel.

Em conexdo com a incorporagdo da substéncia biologicamente
ativa na composi¢do, um ajuste das condi¢des para o pH fisiologico e para as
condigdes salinas € preferivelmente efetuado para a obtengdo de uma |
preparagdo pronta para o uso médico. Um tal ajuste fisioldgico € preferido
também com referéncia as condicGes de reacfo, na medida em que o segundo
estagio do processo foi verificado como sendo efetuado sob tais condigdes.

A inveng¢do nio deve estar limitada sob nenhum aspecto como
uma substincia biologicamente ativa, se comparada ao uso da referida
substncia em casos antecedentes. Em outras palavras, a condi¢do a ser.
tratada deve ser decisiva para a substancia especifica a ser selecionada.

Entretanto, substiancias interessantes em conexdao com a
invengdo podem ser selecionadas a partir do grupo que consiste de
horménios, citoquinas, vacinas, substdncias de aumento de tecido e de
células. Deste modo, a combinag¢do Unica de propri‘edades da nova
composicio de gel de acordo com a presente invengdo, a torna extremamente

vantajosa em conexdo comi estas substancias, isto é, primariamente devido as

notaveis propriedades de depdsito ou de liberagdo sustentada e as

propriedades de ndo-intumescimento.

Um grupo interessante de substdncias biologicamente ativas
constitui, deste modo, € o das substincias de aumento de tecido, a medida em
que um gel de polissacarideo é um veiculo vantajoso para o mesmo. Detalhes

adicionais referentes a tais produtos podem ser encontrados na WO
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94/21299. Mais especificamente, uma substdncia de aumento de tecido
preferido compreende um polimero selecionado a. partir de cojageno, amido,
dextranémero, polilactideo e copolimeros do mesmo, e poli-B-
hidroxibutirato e copolimeros do mesmo.

Em conexdo com os hormdnios, eritropoeitinaietina e
calcitonina sdo especialmente preferidos.

O processo de acordo com a presente invengdo também
permite a incorporacio da substdncia biologicamente ativa pela reagéo |
quimica com a estrutura de gel de polissacarideo, ou do agente de reticulagdo
para a mésma, contanto que a referida substincia ativa contenha grupos
funcionais reativos com a mesma. Propriedades \’micas.ou combinagdes de
prdpriedades podem, déste modo, sér- obtidas, a medida em que, em tal caso,
por exemplo, a taxa de liberagdo do ingrédiente ativo seréa decidida antes pela
degradagdo ou decomposi¢do da rede de "polimero que pela dissolu¢do ou
taxa de migracdo da substancia refenda a part1r da rede do gel.

Uma modificagdo da técnica por ultlmo mencionada de acordo
com a invencdo significa que os grupos funcionais da substancia ativa podem
ter sido pré-reagidos com um agente de reticulagdo para o polissacarideo.
Preferivelmente, é usado o mesmo agente de reticulagdo que € usado na
reticulagdo do polissacarideo.

| Como o processo da presente invencdo fornece uma nova
composi¢do ou estrutura de gel de polissacarideo, outro aspecto da invengdo
¢ representado pela nova composicdo de gel de polissacarideo preparada. A
este respeito, o escopo de protegdo abrange ndo apenas a clomposigéo de gel
de polissacarideo, sempre que preparada pelo referido processo, mas também
qualquer composicgdo de gel que seja obtenivel por uma técnica similar.

Expressa de outro modo, a presente invencdo também fornece
uma composi¢do de gel de polissacarideo biocompativel reticulada, que €

obtenivel pela reticulagdo de um polissacarideo reticulavel com um agente de
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reticulacdo polifuncional para a mesmo em dois estagios, o primeiro estagio
de reticulagdo sendo terminado antes que ocorra a gzeleificagdo, por um
impedimento estérico da reagdo de reticulagdo, e o segundo estigio de
reticulag¢do sendo iniciado pela reintrodu¢@o de condi¢des estericamente ndo-
impedidas para que a referida reacdo de reticulagdo continue a mesma até um
gel viscoelastico.

Todas as caracteristicas que foram apresentadas como
caracteristicas preferidas ou interessantes em conexdo com O pProcesso
reivindicado sdo também aplicaveis a referida composi¢do de gel de
polissacarideo per se e ndo necessitam ser repetidas mais uma vez.

Ainda um outro aspecto desta invencdo € representado pelo
caso em que um produto intermediario € obtido pelo adiamento do estagio
final da reagdo de reticulagdo com condigBes estericamente ndo-impedidas
para um estagio ou sitio final, por exemplo no ultimo uso da composigdo.
Deste modo, foi verificado que o produto intermedidrio, obtido apds o
impedimento estérico da reagdo de reticulagfo, possui uma estabilidade tal
que a termina¢do da reagdo de reticulagdo pode ser efetuada em um estagio
final.

A invencdo refere-se também a composi¢do acima definida
para uso como uma composi¢do meédica ou profilética.

Outro aspecto da invengéio € o uso da referida composi¢do
para a manufatura de uma composi¢do médica ou profilatica para qualquer
dos propdsitos médicos ou terapéuticos acima mencionados, o aumento de
tecido e tratamento de horménio de um mamifero, especialmente de um ser
humano, sendo aplicagdes preferidas.

Finalmente, a invengdo refere-se a um processo de tratamento
médico ou profilatico de um mamifero, especialmente de um ser humano, que
compreende administrar uma composi¢do, como acima definida, a um

mamifero em necessidade de um tal tratamento.
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EXEMPLOS:
A invenc¢do-serd agora exemplificada pelos seguintes excmplos ndc-
limitantes.
Exemplo 1:
Ativacdo do polimero:
a. Sob condig¢des alcalinas
~ Polissacarideo sob a forma de '10,, g de acido hialurdnico,
preparado pela fermentagdo de Streptococcus, foi dissolvido em 100 ml de
NaOH a 1% pH >9. O agente de reticulagio sob a forma de éter de diglicidila
1,4-butandiol foi adicionado a uma coricenfra(;e”lo de 0,2%. A solugio foi
incubada a 40°C por 4 horas.
b. Sob condic¢oes acidas
O experimento foi realizado como em la, mas em um pH
acido de cerca de 2-6, pela adigdo de 1% de acido acético a solugdo em vez
de NaOH de acordo com la.
Exemplo 2:
Preparaci m_gel vi lastic
Os incubados, de acordo com la e 1b, foram diluidos a um
volume de duas vezes o volume finalmente desejado, ou de cerca de 0,5-1, €
foram neutralizados. O gel foi entdo evaporado, rotativamente, para um gel
viscoelastico.
Exemplo 3:
Preparaci um gel contendo particulas de extrandmerc
Os incubados, de acordocom 1 ae 1 b, foramvdiluidos a uma
concentracio de 1% e 20 g de particulas de dextranomero secas
(Sephadex®25, Pharmacia) foram misturadas com a solugdo, as particulas
sendo encerradas pela reticulagdo do polimero de acido hialurénico em
poucos minutos, como uma consequéncia da concentracdo de 4&cido

hialurdnico que ¢ realizada por uma absor¢Zo de agua pelas esferas de
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dextrandmero.
Os géis viscoelasticos obtidos eram estaveis, autoclavaveis &
injetaveis por meio de agulhas hipodérmicas finas.
Exemplo 4:
Prepara¢io de um gel para uso como medicamento de deposito contendo

eritropoeitina (EPO)

O incubado, obtido no Exemplo 1la, foi diluido a uma

concentracdo de 1% e o pH foi ajustado pela adi¢io de um tamp3o de citrato
de acordo com as instrugdes do fabricante (Ortho Biotech Inc., Raritan EUA)
para uma boa estabilidade em solugdo aquosa. 5 x 10% TU de EPO foram
adicionadas sob agitagdo. Apds a evaporagdo da solugdo a 1/4 do volume, o
polimero tinha sido reticulado para uma composi¢do de depésito e uma
quantidade de 20 000 IU de EPO/m! foram recuperadas.

Exemplo 5:

Preparacio de um gel para uso como uma prepar e )si nten

calcitonina

100 IU/ ml de calcitonina de salmio (Miacalcic® Sandoz)
foram misturadas com 2% de solugdo de polimero manufaturada de acordo
com o Exemplo 1b e a solugdo foi concentrada a 5% (250 1U/ml) por
evaporagdo rotativa. Um cavalo com claudicagdo cronica na perna direita
frontal foi tratado com uma inje¢do de 2 ml s.c. por semana durante duas
semanas. Nas seis semanas que se seguiram a estas, o cavalo esteve isento de
dores. O calcio do soro foi reduzido em apenas 12%.

Exemplo 6:
Preparggﬁg de um gel contendo heparina para ser liberado de um modo
sustentado

Em um polimero ativado diluido, de acordo com o Exemplo 4,
foi dissolvida heparina, em uma quantidade de 5% do polimero. A mistura

obtida foi equilibrada por 1 hora, ap6és o que foi evaporada para 1/4 do
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volume. Uma coagulagio inibindo a liberagio da mesma foi observada
durante 16 dias de incubag¢io em solugio fisioldgica salina.

Exemplo 7:

Preparacdo de um gel com heparina covalentemente ligada em uma posica
estericamente controlada.

Polimero ativado, de acordo com o Exemplo 1, foi precipitado
em metanol sob vigorosa agitagdo. A precipitagdo finamente processada
obtida foi secada durante a noite. A heparina foi ativada de acordo com o
Exemplo 1. Apos a referida incubag@o (4 horas a 40°C) a precipitagdo do
polimero foi misturada com a solugiio de heparina ativada. A mistura foi
incubada durante a noite e no dia seguinte a solugio de gel foi neutralizada,
particulada e lavada a partir de residuos de reagente.

O gel formado era capaz de ligar o fator de crescimento, inter
alia o Fibroblast Grow Factor basico (bFGF), mas ndo demonstrou qualquer
inibigdo da coagulacdo do sangue total.

Exemplo 8:
Preparaca e _um __gel -contend de itosan itivamente
carregados

A incubag:ﬁo de uma mistura de 7,5g de polimero de acido
hialurdnico e de 2,5g de quitosano (Vide Cure®Protan) foi realizada de
acordo com o exemplo 1. Apds dissolugdo e neutralizagdo, foi obtida uma
solugdo viscoelastica copolimerizada. A referida. solugdo possuia

propriedades promotoras de cura apo6s ter sido aplicada a uma ferida de cura

lenta.
Exemplo 9:
Preparacio de um gel que foi estericamente acoplado

7.5 g de acido hialurénico foram ativados de acordo com o
Exemplo 1a. Do mesmo modo, 2,5 g de dextrano foram ativados. O acido

hialurénico foi precipitado em metanol, a precipita¢do sendo entdo misturada
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com 500 ml de uma solugdo de dextrano a 0,5% ativada diluida. Apos
agitagdo e ajuste do pH e da-concentragio de sal,"foi obtida uma solucao
viscoelastica. 5 ml da referida solugdo foram infundidos em uma bainha de
tenddo de Aquiles, que demonstrou repetidamente inflamag&o sob a forma de
ferimento e de “fendilhamento". ApOs quatro semanas, 0S problemas do
referido tendfio de Aquiles haviam desaparecido.

Exemplo 10:

Preparagio de um gel para uso como um deposito medicamentoso contendo

GMCSFE

O produto foi preparado de acordo com 0 Exemplo 5, mas em
vez de calcitonina foi adicionado 1 mg/g do polimero Granulocyte
macrophage - colony stimulating factor, GMCSF (Leucomax®).

Exemplo 11:
Preparacio de um gel contendo um virus tipo Influenza A2 morto

A preparagio foi realizada como no Exemplo 4, mas em vez
de EPO foram adicionados 40 960 HAU de virus de cavalo de influenza
morto por 100 ml de solugdo de polimero a 1% ativa diluida. Apos contragao
de 4 x, a preparagdo continha 1600 HAU por ml. Pela vacinagdo de mais que
100 cavalos, em conexdo com uma influenza epidémica, a preparagdo foi
verificada como sendo altamente efetiva para a protegdo contra a infecgdo,
cuja protecgo foi mantida por um longo tempo (mais que 6 meses).

Exemplo 12:

Preparacio de um gel fresco contendo uma suspensdo de célula viva

| Uma cultura de fibroblasto de 5 ml foi misturada com 100 ml
de uma solugio neutralizada de acordo com o exemplo la. A mistura fol
oxigenada e secada para a metade do volume. Foi obtida uma solugdo
viscoelastica contendo células vivas.
Exemplo 13:
Preparagio de um gel micronizado denso contendo peptideos pequenos
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A um gel neutralizado ativado, de acorde com o Exemplo ] a,
foram adicionados 5 mg de um peptideo tendo 12 aminocécidos. O gel fei
evaporado durante agitagdo péra 10% e foi suspenso em 6leo mineral. Apds a
adi¢do de metanol, as particulas de gel seco foram filtradas e limpas por
lavagem a partir de residuos oleosos.

Exemplo 14:

Preparacio de um gel contendo o gel micronizado denso com peptideos
pequenos de acordo com o Exemplo 13.

A uma solu¢do a 1% de polimero neutralizado ativado de
acordo com o Exemplo 1la, foram adicionadas microesferas do Exemplo 13.
O gel foi entdo evaporado a metade de seu volume. Um gel homogéneo
injetavel e estavel contendo microesferas finamente divididas foi formado.

Exemplo 15:

Preparacio de um gel contendo esferas de polimetilmetacrilato
(PMMA)_esféricas tendo um tamanho de 4- -120 pg."

A 5 g de um polimero diluido a 1% € neufralizado e ativado de

acordo com o Exemplo la, foram adicionados 100 mg de esferas de
polimetilmetacrilato (PMMA). A evaporagdo do gel polimérico a 3%
forneceu um gel viscoelastico injetavel estavel.
Exemplo 16:
Preparac3 m gel contendo fragmen PMMA de nm, a0 qual foi
adicionado antigeno hidrofébico

.Antigeno de hemaglutinina, preparado a partir do virus A2 de
acordo com o Exemplo 11, foi absorvido por interacdo hidrofébica em
particulas de PMMA de 500 nm. As referidas particulas foram adicionadas a
uma soluggo a 1% de acordo com o Exemplo 15 e foi efetuada uma redugio
para a metade do volume. Foi formado um gel viscoelastico homogéneo
estavel, que foi til como uma vacina tendo um elevado efeito adjuvante.

Exemplo 17:
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Uma comparacido entre o grau de reintumescimento com disponibilidade de

doua livre entre géis preparados convencionalmente = gdis preparadcs de

acordo com a presente invencdo

Géis de 4cido hialurénico preparados de acordo com Laurent
et al. 1963 e de acordo com os Exemplos 1 e 2 acima foram secados a metade
de seus volumes de intumescimento. Eles foram entfo reintroduzidos em suas
solugdes originais. Os géis previamente conhecidos intumesceram a seu
volume original, enquanto que as composigéés de gel de acordo com os
presentes Exemplos 1 e 2 intumesceram apenas marginalmente (10%).
Exemplo 18:

Comparacio entre a atividade bioldgica de EPO copolimerizada com &cido

hialurénico para um gel e o gel de acordo com o Exemplo 1, no qual tinha

sido encerrada EPO por uma concentracdo do referido gel.

Quatro pacientes sob tratamento com Eprex® (CILAG) por sua
anemia causada por uremia cronica foram tratados por dois meses com uma

dose a cada més, de acordo com o regime que se segue:

Paciente 1 2 3 4

n2

Dose IU  60.000 70.000 70.000 50.000

Més | Deposito  diretamente Depoésito  diretamente Controle Controle
gelificado gelificado

Més 2 Controle Controle Concentr. Concentr.

Depdsito diretamente geleificado: reticulagdo de epoxido sob condigdes
suaves de acordo com o Exemplo 11 na presenca de EPO.

Controle: EPO dissolvida em 4cido hialurénio a 4%, MW de cerca de 6 x 10°
de crista-de-galo preparado de acordo com a patente US 4 141 973

(Healon®Pharmacia)

Concentrado: EPO encerrada dentro de gel ativado, que foi geleificado
através de concentragao.

A dose foi selecionada como a dose total mensal que foi
normalmente requerida pelo paciente para a manutengdo do nivel de

hemogiobina. O nivel de soro de EPO foi anaiisado em intervalos regulares
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por meio de um processo funcional imunoquimico.
Resultados:

Um processo comum para expressar o efeito preparagdes de
depdsito ¢ o de calcular a drea da curva (unidades de EPO x dias). Este
estudo também fornece a biodisponibilidade na forma de nivel de
hemoglobina no sangue como 0= retido, + = aumentado e -= reduzido.

Tabela

Paciente n®més 1/1 Va 2/1 272 3/1 3/2 4/1 4/2
Area sob a curva 41 424 57 534 224 952 567 656
Controle de - + - + 0 + + +
hemoglobina

Conclusio:

Um encerramento de EPO em um depdsito contraido fornece a
maxima liberagdo possivel durante a analise. Tentativas para efetuar a reagdo
de geleificagdo na presenca de EPO destruiram os horménios, de tal modo

que uma liberagdo muito baixa pdde ser registrada
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REIVINDICACOES

1. Processo para preparar uma composi¢do de gel de

polissacarideo biocompativel reticulada para uso estético, ndo-terapéutico,

caracterizado pelo fato de compreender:

- formar uma solugéo aquosa de um polissacarideo reticulavel,
solavel em agua;

- iniciar uma reticulagdo do referido polissacarideo na
presenca de um agente de reticula¢do polifuncional para o mesmo;

- impedir estericamente a reacdo de reticulagdo de ser
terminada antes que ocorra a geleificagdo, sendo deste modo obtido um
polissacarideo ativado; e

- reintroduzir condi¢des estericamente ndo-impedidas para o
referido polissacarideo ativado, de modo a terminar a reticulacdo do mesmo
até um gel viscoelastico, o gel possuindo um reintumescimento inferior a
10%, em volume;

em que o gel apresenta um teor de dgua de 98-99% em peso, e
a concentragdo do referido agente de reticulagdo é de 0,2%.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que o polissacarideo € selecionado a partir do grupo que consiste
de glicose amino glucanos.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado

pelo fato de que os referidos glicose amino glucanos compreendem &cido
hialurénico.
4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 3, caracterizado pelo fato de que o agente de reticulagdo é selecionado a

partir do grupo que consiste de epoxidos, compostos poliaziridila e éteres de
glicidila.

5. Processo de acordo com a reivindica¢do 4, caracterizado

pelo fato de que o referido éter de glicidila compreende éter de diglicidila
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1,4-butandiol.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes T

a 5, caracterizado pelo fato de que o referido impedimento estérico da reagfo
de reticulagdo compreende diluir o meio aquoso, no qual a reagdo de
reticulagdo ¢é efetuada, para alcancar uma concentracdo mais baixa do
polissacarideo no referido meio.

7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 6, caracterizado pelo fato de que a referida reintrodugdo de condigdes

estericamente ndo-impedidas compreende evaporar 0 meio aquoso, no qual a
reagdo de reticulagdo ¢ efetuada, para alcangar uma concentragio mais
elevada do polissacarideo no referido meio.

8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 0, caracterizado pelo fato de que a referida reintrodugdo de condicdes

estericamente ndo-impedidas compreende a dialise do meio aquoso, no qual a
reagdo de reticulagio € efetuada.

9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindica¢es 1

a 8, caracterizado pelo fato de que a reagéio de reticulag@o inicial na presenca
de um agente de reticulagdo polifuncional é efetuada em um pH alcalino,
preferivelmente em um pH acima de 9, sendo deste modo promovidas reag;(”)és
de reticulagio de éter.

10. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 8, caracterizado pelo fato de que a reagdo de reticulagdo inicial na
presenga de um agente de reticulagdo polifuncional é efetuada em um pH
acido, preferivelmente em um pH de 2 a 6, sendo deste modo promovidas
reagdes de reticulagdo de éster.

11. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

1 a 10, caracterizado pelo fato de que o referido impedimento estérico da

reagdo de reticulagdo ¢ efetuado antes que o referido agente de reticulagfo

seja consumido.
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12. Composigdo de gel de polissacarideo biocompativel

reticulada, caracterizada pelo fato de o ser sempre que preparada por um

processo conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11, em
que dita composigdo de gel exibe retida biocompatibilidade, viscoelasticidade
e ndo intumesce quando colocada em contato com 4gua, o gel possuindo um

reintumescimento inferior a 10%, em volume.
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RESUMO

“PROCESSO PARA PREPARAR UMA COMPOSICAO DE GEL DE
POLISSACARIDEO BIOCOMPATIVEL RETICULADA, E,
COMPOSICAO DE GEL DE POLISSACARIDEO”.

| A presente invengdo fornece um processo para preparar uma
composigdo de gel de polissacarideo biocompativel reticulada, que
compreende: formar uma solugdio aquosa de um polissacarideo feticulével,
solivel em 4gua; iniciar uma reticulagdo do referido polissacarideo na
presen¢a de um agente de reticulagdo polifuncional para o mesmo; impedir
estericamente a reagdio de reticulagdo de ser terminada antes que ocorra a
geleificagio, um polissacarideo ativado sendo obtido; e reintroduzir as
condicBes estericamente impedidas para o referido polissacarideo ativado, de
modo a continuar a reticulacdo do mesmo para um gel viscoeldstico. A
inven¢io também fornece uma composi¢do de gel obtenivel por um tal

processo, assim como composigdes de gel para diferentes usos médicos.
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