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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "POLI-
MEROS E HIDROGEIS MODIFICADOS COM ZWITTERION".
[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Provisério US N° 62/451,629, depositado em 27 de janeiro de 2017,
que € incorporado por referéncia neste documento em sua totalidade.
CAMPO DA INVENCAO
[002] A presente invencao refere-se a mondémeros, polimeros e
hidrogéis zwitteriénicos, e a sua utilizacdo para revestir e/ou encapsu-
lar materiais biolégicos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[003] Embora muitos tratamentos com células terapéuticas avan-
cados tenham sido desenvolvidos recentemente, a diabetes tipo 1
(DM1) ainda é uma epidemia global que afeta mais de milhdes de pes-
soas em todo o mundo. O transplante de ilhotas pancreaticas tem sido
considerado uma abordagem alternativa e promissora para o trata-
mento da DM1. No entanto, o transporte de ilhotas na clinica é limitado
por dois grandes obstaculos: a escassez de ilhotas de dadores e a
imunossupressao a longo prazo. Recentemente, células beta deriva-
das de células-tronco humanas foram desenvolvidas, fornecendo um
caminho para produzir um suprimento ilimitado de células produtoras
de insulina. Portanto, existe uma necessidade critica pelo desenvolvi-
mento de novos materiais ou dispositivos médicos que encapsulem
ilhotas para protegé-los eficazmente da resposta imune do hospedeiro.
[004] O desempenho de biomateriais implantados é muitas vezes
dificultado pela resposta de corpo estranho (FBR), o que leva a forma-
cao de uma capsula colagenosa densa e, em seguida, a falhas do dis-
positivo médico. A adsorcdo de proteinas inespecifica no material im-
plantado é considerada a primeira etapa da resposta de corpo estra-
nho. E esperado que a incorporagdo de um material anti-incrustante ou

uma superficie que resista altamente a adsorcédo de proteina e a liga-
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cao celular suprima a FBR e a subsequente formagao de uma capsula
fibrética. Recentemente, 0 uso de polimeros zwitteribnicos, contendo
zwitterion de carboxibetaina, sulfobetaina e fosforilcolina, atraiu muita
atencao devido as propriedades de incrustacdo ultrabaixa desses po-
limeros (Jiang et al., "UltralowJFouling, Functionalizable, and Hydroly-
zable Zwitterionic Materials and Their Derivatives for Biological Appli-
cation", Advanced Materials 22 (9): 920-932 (2010)). Por exemplo, o
poli(metacrilato de carboxibetaina) zwitteribnico (PCBMA) demonstrou
resistir a formacado de uma capsula por pelo menos 3 meses apds o
implante subcutaneo em camundongos (Zhang et al., "Zwitterionic
Hydrogels Implanted in Mice Resist the Foreign-Body Reaction," Natu-
re Biotechnology 31(6):553-556 (2013)). No entanto, as condi¢bes ad-
versas associadas a gelificacdo dos materiais zwitteribnicos, por
exemplo, irradiacao UV e geracao de radicais livres, podem causar
muito dano a célula encapsulada, limitando as aplicacées desses ma-
teriais para o encapsulamento celular.

[005] O material de origem natural, o alginato, também mostrou
potencial para uso em numerosas aplicagdes, incluindo regeneracao
de tecidos, liberacdo de farmacos e encapsulamento de células, devi-
do em grande parte a sua leve gelificacdo e baixa toxicidade (Drury et
al., "The Tensile Properties of Alginate Hydrogels, " Biomaterials 25
(16): 3187-3199 (2004)). No entanto, o alginato induz uma resposta
fibrética que se agrava com o encapsulamento de células ou tecido
doador xenogénico. O tecido fibrético na superficie do alginato corta a
difusdo de nutrientes e oxigénio para a célula encapsulada, causando
necrose celular. Assim, existe uma necessidade na técnica de um ma-
terial polimérico que nao elicite a FBR e promova a saude das células
ou do tecido encapsulados.

[006] A presente invencéao é direcionada a superar estas e outras

deficiéncias na técnica.
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SUMARIO DA INVENCAO
[007] Um primeiro aspecto da presente invencao é voltado a um

mondmero de Formula (I):

AN AN, AN

A—X m; Q m, Y mjy Z

(I,

[008] em que

[009] A é selecionado dentre uma unidade contendo sacarideo e
uma unidade contendo alcool polivinilico;

[0010] X é selecionado do grupo que consiste em O, NH, NR/,
C(O) e Ci-20 alquileno, em que C1-20 alquileno € opcionalmente substi-
tuido de 1 a 20 vezes, com um substituinte selecionado independen-
temente a cada ocorréncia deste, do grupo que consiste em OH, halo-
génio, ciano, —CF3 e C+-¢ alcdxi.

[0011] Q esta ausente ou é um ligante;

[0012] Y é selecionado do grupo que consiste em Ry |
0 ®
” NH,
3 s RO
g O—bP—% W
| o NN
, e

[0013] Z ¢é selecionado dentre o grupo que consiste em

1

I . )
ﬁ—oe E—( %—TEW
0 oe, e R2 ,

[0014] m; é 0 a 50;

[0015] mz é 0 a 50;

[0016] m3z é 0 a 50;

[0017] R é Ci-20 alquila;

[0018] R' é —C(0)-C+6 alqueno;
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[0019] R' é Cy-2 alquila;

[0020] R2 é Ci-20 alquila; e

[0021] R3 é Ci-20 alquila.

[0022] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um polime-

ro de Férmula (IV):

(IV),

[0023] em que

[0024] A é independentemente selecionado dentre uma unidade
contendo sacarideo e uma unidade contendo alcool polivinilico para
cada unidade monomérica do polimero;

[0025] X é selecionado do grupo que consiste em O, NH, NR/,
C(O) e Ci-20 alquileno, em que C1-20 alquileno € opcionalmente substi-
tuido de 1 a 20 vezes, com um substituinte selecionado independen-
temente a cada ocorréncia deste, do grupo que consiste em OH, halo-
génio, ciano, —CF3 e C+-¢ alcdxi.

[0026] Q esta ausente ou é um ligante;

[0027] Y é selecionado a partir do grupo que consiste em

Ry ” NH5
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[0028] Z ¢é selecionado dentre o grupo que consiste em
o) 0 R!
!—oe §—< %—I!IER3
(|)| Oe e Il?z :

[0029] m1 € 0 a 50;

[0030] mz € 0 a 50;

[0031] ms € 0 a 50;

[0032] R é Ci-20 alquila;

[0033] R'é —C(O)-C+6 alceno;

[0034] R' é Cy-2 alquila;

[0035] R2 é Ci-20 alquila;

[0036] R3 é Cy-2 alquila,

[0037] ks € qualquer numero inteiro; e

3 1

[0038] ko € selecionado independentemente para cada unidade
monomérica de 0 ou 1, com a condi¢cao de que pelo menos um ko seja
1;

[0039] em que as unidades monoméricas do polimero sao iguais
ou diferentes.

[0040] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um polime-

ro, em que o referido polimero compreende um ou mais mondémeros

AN, AN

A—X m; Q m, Y my Z

de Férmula (1):

[0041] (I), e compreende ain-
da
[0042] um ou mais monémeros de Formula (ll):

A L'—12—3 R* (1),
[0043] em que
[0044] L' é selecionado do grupo consistindo em O, NH, NR', C(O)
e Ci-20 alquileno, em que Ci-20 alquileno é opcionalmente substituido

de 1 a 20 vezes com um substituinte selecionado independentemente
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em cada ocorréncia deste pelo grupo consistindo em OH, halogénio,
ciano, —CF3 e C1-¢ alcoxi;

[0045] L2 esta ausente ou é Ci-2 alquileno, em que Ci-20 alquileno
€ opcionalmente substituido de 1 a 20 vezes com um substituinte sele-
cionado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo
consistindo em OH, halogénio, ciano, —CF3 e C1-¢ alcoxi;

[0046] L3 é selecionado do grupo consistindo em Ci-2 alquileno,
Ci1-20 alquenileno, Cs-12 cicloalquenileno e arileno, em que o arileno é
opcionalmente substituido de 1 a 3 vezes com um substituinte selecio-
nado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo consis-
tindo em heteroarileno e heterociclileno; e

[0047] R* é selecionado do grupo consistindo em H, SH, N3, Ci-6
alquila, C2-20 alquenila, Cz-2¢ alquinila, Cs-12 cicloalquenila, Cs-12 ciclo-
alquinila, heteroarila e heterociclila, em que Ci-s alquila, Cz-20 alqueni-
la, Co-20 alquinila, Cs-12 cicloalquenila, Cs-12 cicloalquinila, heteroaril e
heterociclila sdo opcionalmente substituidos de 1 a 3 vezes com um
substituinte selecionado independentemente em cada ocorréncia deste
pelo grupo consistindo em H, OH, halogénio, ciano, —CF3 e C1-¢ alco-
Xi.

[0048] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um mon6é-

mero de Férmula (lll):

[0049] em que

S
N

~

\(Z

[0050] X' esta ausente ou é ;
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[0051] Y'é -~ ou R®

[0052] Z'é © ou o ;
[0053] m4 € 1 a50;

[0054] msé0a10;

[0055] ms € 1 a 50;

[0056] R" é H ou C+-6 alquila;

[0057] R* é Ci-20 alquila;

[0058] R® é Cy-2 alquila; e

[0059] R® é Ci-20 alquila,

[0060] com a condicdo de que, quando X' estiver ausente, Y' nédo

RS
=
sera RC |

[0061] Ainda outro aspecto da presente invencao refere-se a uma

rede polimérica compreendendo mondmeros reticulados de Férmula

(1):

R" /e}\ A /ea\
1 1 1
N X T ms YT gz

(11).
[0062] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um hidro-
gel compreendendo qualquer um dos polimeros como descritos neste
documento, a rede polimérica como descrita neste documento, ou
qualquer combinacao destes.

[0063] Outro aspecto da presente invencao refere-se a uma cap-
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sula compreendendo um hidrogel da presente invencao € um agente
terapéutico encapsulado no hidrogel.

[0064] QOutro aspecto da presente invencao € voltado a um método
de administracdo de um agente terapéutico a um sujeito. Este método
envolve administrar, a um sujeito, uma capsula compreendendo o hi-
drogel e um agente terapéutico encapsulado pelo hidrogel como des-
crito neste documento.

[0065] Um aspecto adicional da presente invencao € voltado a um
método de tratamento de um sujeito diabético. Este método envolve a
implantagdo, num sujeito com diabetes, de uma capsula compreen-
dendo um agente terapéutico como descrito neste documento.

[0066] Alginatos e outros polimeros quimicamente modificados
com incrustacdo ultrabaixa, grupos zwitteridnicos tais como sulfobetai-
na e carboxibetaina como descritos neste documento exibem biocom-
patibilidade superior. A fracdo zwitteribnica dotou o alginato de exce-
lente biocompatibilidade a longo prazo e suprimiu a resposta fibrotica,
enquanto a estrutura principal de alginato permanece reticulavel sob
condigao de gelificacao leve. Estes materiais sdo particularmente ade-
quados para encapsulamento e transplante de células, bem como em
outras aplicacbes bioldgicas usando alginato e hidrogéis. Este é o pri-
meiro trabalho a desenvolver conjugados de alginato baseados em
zwitterion, que tém aplicabilidade em areas como o encapsulamento
de ilhotas para o tratamento de diabetes tipo 1.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0067] As Figuras 1A-1B mostram 'H RMN de espectros dos mo-
némeros de sulfobetaina-NHz (Figura 1A) e carboxibetaina-NH: (Figura
1B).

[0068] As Figuras 2A-2B mostram a sintese e caracterizacao dos
conjugados de alginato baseados em sulfobetaina como descritos nes-

te documento. A Figura 2A mostra a via sintética dos conjugados de
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alginato baseados em sulfobetaina. A Figura 2B mostra o espectro de
'H RMN de alginato, conjugado de alginato baseado em sulfobetaina,
e monbémero de sulfobetaina-NHz em D20.

[0069] As Figuras 3A-3B mostram a sintese e caracterizacao dos
conjugados de alginato baseados em carboxibetaina como descritos
neste documento. A Figura 3A mostra a via sintética dos conjugados
de alginato baseados em carboxibetaina. A Figura 3B mostra o espec-
tro de '"H RMN de alginato, conjugado de alginato baseado em carbo-
xibetaina, e mondémero de carboxibetaina-NH2 em D20.

[0070] A Figura 4 sdo imagens mostrando trés tipos de microcap-
sulas de alginato modificadas com sulfobetaina (SB-VLG, SB-SLG20 e
SB-SLG100) com quase nenhuma fibrose ap6s 14 dias de implantacao
intraperitoneal em camundongos C57BL/6J. As imagens de contraste
de fase de campo escuro das microcapsulas recuperadas apds 2 se-
manas no espacgo intraperitoneal mostram muito menos fibrose nas
microcapsulas de SB-alginato do que na microcapsula de controle nao
modificada SLG20. SLG20, VLVG, SLG100 sao alginatos com diferen-
tes pesos moleculares. Barras de escala, 2000 pm; n=5; cada imagem
representa um camundongo.

[0071] A Figura 5 mostra microcapsulas de alginato modificado
com sulfobetaina (SB) (SB-SLG 20) com quase nenhuma fibrose apds
100 dias de implantacdo intraperitoneal em camundongos C57BL/6J.
As imagens de contraste de fase de campo escuro das microcapsulas
recuperadas apos 100 dias no espaco intraperitoneal mostram muito
menos fibrose em microcapsulas modificadas com SB (linha inferior
das imagens) do que em microcapsulas de controle SLG20 (linha su-
perior das imagens). Barras de escala, 2000 ym; cada imagem repre-
senta um camundongo; n=4.

[0072] A Figura 6 mostra microcapsulas SB-SLG 20 com quase

nenhuma fibrose apds 180 dias de implantacéo intraperitoneal em ca-
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mundongos C57BL/6J. As imagens de contraste de fase de campo es-
curo das microcapsulas recuperadas apds 180 dias nas no espaco in-
traperitoneal mostram muito menos fibrose nas microcapsulas de mo-
dificadas com SB do que na microcapsula de controle SLG20. Barras
de escala, 2000 ym; cada imagem representa um camundongo; n=7.
[0073] A Figura 7 mostra imagens das microcapsulas SB-SLG 20
(duas linhas inferiores) e SLG 20 (duas linhas superiores) recuperadas
ap6és 180 dias de implantacdo intraperitoneal em camundongos
C57BL/J6. n = 7. A brancura das capsulas indica fibrose.

[0074] A Figura 8 mostra imagens de contraste de fase de campo
escuro de microcépsulas de etilenoglicol SB com quase nenhuma fi-
brose apds 30 dias de implantacdo intraperitoneal em camundongos
C57BL/6J. Barras de escala, 2000 ym; n=5

[0075] As Figuras 9A-9G mostram que ilhotas de rato encapsula-
das em capsulas SB-SLG 20 mantiveram normoglicemia a longo prazo
em camundongos C57BL/6J diabéticos tratados com STZ em compa-
racdo com o grupo de controle SLG20. A Figura 9A é uma imagem de
contraste de fase de campo escuro representativa de ilhotas de rato
encapsuladas em microcapsulas SB-SLG20 de 1000 um. Barras de
escala, 500 ym. A Figura 9B é um grafico que mostra as concentra-
cOes de glicose no sangue de camundongos de estudos de transplante
de 3 meses (n = 3 camundongos por grupo de tratamento). A Figura
9C é uma imagem de contraste de fase de campo escuro representati-
va (barras de escala, 2000 ym) e a Figura 9D é uma imagem transver-
sal corada com H&E de microcapsulas SLG 20 contendo ilhotas recu-
peradas apds 90 dias da implantacdo. A brancura da cépsula indica a
presenca de fibrose. A Figura 9E € uma imagem de contraste de fase
de campo escuro representativa (barras de escala, 2000 um) e a Figu-
ra 9F € uma imagem transversal corada com H&E de microcapsulas

SB-SLG 20 contendo ilhotas recuperadas apds 90 dias da implanta-
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cao. Observa-se a auséncia de fibrose nas capsulas e varias ilhotas
dentro das capsulas. A Figura 9G é uma imagem mostrando coloracao
imuno-histoquimica de ilhotas (DAPI) em microcdpsulas SB-SLG 20
recuperadas. Insulina também visualizada com coloracdo; barras de
escala, 50 pm.

[0076] A Figura 10 mostra o espectro '"H RMN do produto 10a a
400 MHz, CDCls.

[0077] A Figura 11 mostra o espectro '"H RMN do produto 15a a
400 MHz, CDCls.

[0078] A Figura 12 mostra o espectro '"H RMN do produto 16a a
400 MHz, CDCls.

[0079] A Figura 13 mostra o espectro '"H RMN do produto 17a a
400 MHz, D20.

[0080] A Figura 14 mostra o espectro '"H RMN de qTR-CB a 400
MHz, D20O.

[0081] A Figura 15 mostra o espectro '"H RMN do produto 9a a 400
MHz, D20O.

[0082] A Figura 16 mostra o espectro '"H RMN do produto 11a a
400 MHz, D20.

[0083] A Figura 17 mostra o espectro '"H RMN de TR-CB a 400
MHz, D20O.

[0084] A Figura 18 mostra o espectro '"H RMN do produto 12a a
400 MHz, CDCls.

[0085] A Figura 19 mostra o espectro '"H RMN de TR-SB a 400
MHz, D20O.

[0086] As Figuras 20A-20D mostram a sintese e caracterizacao de
gqTR-CB. A Figura 20A mostra a estrutura quimica de qTR-CB. A Figu-
ra 20B mostra a rota sintética de qTR-CB. A Figura 20C mostra os
modelos tipicos de ressonancia de plasmons de superficie (SPR) mos-

trando a adsorcdo de proteinas a partir de 1 mg/mL de fibrinogénio

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 15/173



12/117

(Fg) ou plasma humano nao diluido nas superficies de enxertadas com
P(gqTR-CB) ou de ouro puro. As linhas de cima para baixo em 15 minu-
tos estdo na mesma ordem da legenda. A Figura 20D é uma imagem
de um hidrogel de P(qTR-CB).

[0087] As Figuras 21A-21E mostram propriedades mecéanicas do
hidrogel de P(qTR-CB). A Figura 21A é uma ilustracdo esquematica
que mostra o empilhamento -1 entre 0s anéis triazéis como um me-
canismo potencial para a dissipagao de energia. A Figura 21B mostra
imagens de hidrogéis de poli(carboxibetaina) (PCB) e P(qTR-CB) du-
rante teste de ductilidade. A Figura 21C é um gréafico que mostra cur-
vas de tensdo-deformacao para hidrogéis de PCB e P(qTR-CB) em
ensaio de tracdo. A Figura 21D é um grafico que mostra as curvas
tensédo-deformacéao para hidrogéis de PCB e P(qTR-CB) em ensaio de
compressao. A Figura 21E € um grafico que mostra as curvas tensao-
deformacdo de dez ciclos consecutivos de carga e descarga para o
hidrogel de P(qTR-CB).

[0088] As Figuras 22A-22B mostram a caracterizagao in vitro do
hidrogel de P(qTR-CB). A Figura 22A mostra imagens microscépicas
fluorescentes de células NIH/3T3 apds 3 dias de cultura em superficies
de hidrogel de poliestireno de cultura de tecidos (TCPS), poli(2-
hidroxietiimetacrilato) (PHEMA), PCB e P(qTR-CB) (barras de escala:
100 um) e quantificacdo da densidade celular (média + dp; n=5; *, p
<0,05; ns, nao significativo). A Figura 22B é um grafico que mostra a
quantificacdo da secrecao de TNF-a e IL10 de macro6fagos cultivados
em varias superficies. (Média + dp; n=6; *, p <0,05; ns, nao significati-
vo). A ordem das barras em cada condicdo de cada grafico da esquer-
da para a direita: TCPS, PHEMA, PCB, P(qTR-CB).

[0089] As Figuras 23A-23E mostram a sintese de hidrogéis de
P(TR-CB) e P(TR-SB) e caracterizacdes de suas propriedades meca-

nicas. A Figura 23A mostra rotas sintéticas para os monémeros de TR-

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 16/173



13/117

CB e TR-SB. A Figura 23B mostra imagens de hidrogéis de P(TR-CB)
e P(TR-SB) durante teste de ductilidade. A Figura 23C mostra o alon-
gamento de um hidrogel de P(TR-SB). A Figura 23D é um grafico que
mostra as curvas tensdo-deformacao para os hidrogéis de PCB, P(TR-
CB) e P(TR-SB) em ensaio de tracdo. A Figura 23E é um grafico que
mostra as curvas de tensdo-deformacao para os hidrogéis de PCB,
P(TR-CB) e P(TR-SB) em ensaio de compressao.

[0090] As Figuras 24A-24B mostram a caracterizagao da resposta
de corpo estranho (FBR) a varios hidrogéis em camundongos imu-
nocompetentes. A Figura 24A mostra imagens de coloragao com tri-
cromo de Masson representativas de diferentes hidrogéis recuperadas
nos pontos de tempo indicados apds o implante subcutaneo. A colora-
cao azul indica fibrose ou depdsitos de colageno ao redor dos implan-
tes (barras de escala: 100 um; asteriscos indicam a localizagao do hi-
drogel implantado). A Figura 24B sao graficos mostrando a quantifica-
cao da densidade de colageno ao redor dos implantes (n=5).

[0091] A Figura 25 mostra imagens microscépicas de fluorescén-
cia de células NIH/3T3 ligadas apds 3 dias de cultura em superficies
de hidrogel de P(TR-CB) e P(TR-SB) (barras de escala: 100 um).
[0092] As Figuras 26A-26B mostram a caracterizacao de FBR para
varios hidrogéis em camundongos imunocompetentes ap6s 1 més de
implantacdo subcutanea. A Figura 26A (esquerda) mostra imagem de
coloracao com tricromo de Masson representativa de hidrogel de PCB
(a coloracao azul indica fibrose ou depdésitos de colageno que rodeiam
os implantes; barra de escala: 100 um; os asteriscos indicam a locali-
zagao do hidrogel implantado). O grafico da Figura 26A (a direita) mos-
tra a quantificacdo da densidade de colageno ao redor dos implantes.
A Figura 26B (esquerda) mostra imagem de imunocoloracdo de CD31
representativa do hidrogel de PCB (os vasos sanguineos sdo corados

de verde escuro e 0os nlcleos sdo corados de azul; barras de escala:

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 17/173



14/117

50 pm; asteriscos indicam a localizagdo do hidrogel implantado e li-
nhas tracejadas indicam a fronteira entre a camada fibrética e o tecido
da pele). O gréfico da Figura 26B (direita) mostra a quantificacdo da
densidade dos vasos sanguineos em torno dos implantes. Todos os
dados sdo apresentados como valor médio + sd (Cinco ratos por tipo
de hidrogel); *, P <0,05; ns, ndo significativo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0093] Um aspecto da presente invencao se refere a um mondéme-

ro de Férmula (1):

[0094] em que

[0095] A é selecionado dentre uma unidade contendo sacarideo e
uma unidade contendo alcool polivinilico;

[0096] X é selecionado do grupo que consiste em O, NH, NR/,
C(O) e Ci-20 alquileno, em que C1-20 alquileno € opcionalmente substi-
tuido de 1 a 20 vezes, com um substituinte selecionado independen-
temente a cada ocorréncia deste, do grupo que consiste em OH, halo-
génio, ciano, —CF3, € C1-¢ alcéxi.

[0097] Q é opcional e, se presente, € um ligante;

[0098] Y é selecionado a partir do grupo que consiste em

R, || NH3

1

[0099] Z ¢é selecionado dentre o grupo que consiste em

e % H_Ra_

[00100] mi é 0 a 50;
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[00101] m2é 0 a50;

[00102] m3é 0ab50;

[00103] R é Cy-2 alquila;

[00104] R'é -C(0)-Ci.6 alqueno;

[00105] R'é Ci-2 alquila;

[00106] R2é Ci-x alquila; e

[00107] RS3é Cy-x alquila.

[00108] Em uma modalidade, Q esta ausente do monémero da pre-
sente invencdo. Em outra modalidade, Q esta presente como um ligan-
te no mondémero da presente invencao. Q € um agrupamento organico
contendo qualquer numero de atomos de carbono, 1-30 atomos de
carbono, 1-20 atomos de carbono, ou 1-14 atomos de carbono, e opci-
onalmente incluindo um ou mais heteroatomos tais como nitrogénio,
enxofre ou nitrogénio em formatos estruturais lineares, ramificados ou
ciclicos. Grupos Q representativos sendo Ci.20 alquileno, Ci.20 alquile-
no substituido, fenoxi, fenoxi substituido, alcoxi, alcoxi substituido, Cs.
20 cicloalquileno, Ca-2o cicloalquileno substituido, Cs.2o cicloalquenileno,
Cs-20 cicloalquenileno substituido, Cg2o cicloalquinileno, Cg20 cicloal-
quinileno substituido, heterociclileno, heterociclileno substituido, arile-
no, arileno substituido, triazol, poli(etileno glicol), ou fracao polipeptidi-
ca.

[00109] Em uma modalidade, Q é selecionado dentre o grupo que
consiste em Ci.20 alquileno, Cs.zo cicloalquileno, arileno, heteroarileno,
heterocicleno, -O-C1.2¢ alquileno, poli(etileno glicol), e polipeptideo; em
gue Ci-20 alquileno, Cs.2o cicloalquileno, arileno, heteroarileno, heteroci-
clileno ou -O-Cy.2¢ alquileno é opcionalmente substituido de 1 a 20 ve-
zes com um substituinte selecionado independentemente a cada ocor-
réncia deste dentre o grupo que consiste em —QOH, halogénio, ciano,
—CFs3, Ci-6 alquila, € C+-s alcoxi; e em que Ci-20 alquileno € opcional-

mente interrompido por um ou mais heteroatomos selecionados dentre
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0 grupo que consiste em oxigénio nitrogénio, enxofre ou nitrogénio.

[00110] Em outra modalidade, Q é heteroarileno.

NTN
N~N

[00111] Em ainda outra modalidade, Q é s

[00112] Como usados acima e ao longo da descricdo deste docu-
mento, 0s seguintes termos e abreviaturas, a menos que indicado em
contrario, serao entendidos como tendo os significados a seguir. Exce-
to se definido de outra forma neste documento, todos os termos técni-
cos e cientificos usados neste documento tém o mesmo significado
conforme comumente entendido por alguém ordinariamente versado
na técnica a qual esta tecnologia pertence. No caso de haver uma plu-
ralidade de definicdes para um termo neste documento, prevalecerao
as que estdo nesta seccao, a menos que indicado em contrario.
[00113] O termo "alquila" significa um grupo hidrocarboneto alifatico
que pode ser linear ou ramificado com cerca de 1 a 20 (por exemplo,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) ato-
mos de carbono na cadeia, salvo indicagdo em contrario. Ramificado
significa que um ou mais grupos alquinila inferiores tais como metila,
etila ou propila estdo ligados a uma cadeia de alquila linear. Grupos
alquila exemplificativos incluem metila, etila, n-propila, i-propila, n-
butila, t-butila, n-pentila e 3-pentila.

[00114] O termo "alquileno” significa um grupo obtido por remocéao
de um atomo de hidrogénio de um grupo alquila. Um alquileno é um
grupo alcano de cadeia linear ou ramificada divalente. Exemplos néo
limitativos de alquileno incluem metileno e etileno.

[00115] O termo "alquenila" significa um grupo de hidrocarbonetos
alifaticos contendo uma ligagao dupla carbono-carbono e que pode ser
linear ou ramificado tendo cerca de 2 a cerca de 20 (por exemplo, 2, 3,
4,5,6,7,8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) atomos de
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carbono na cadeia. Grupos alquenil preferidos tém de 2 a cerca de 6
(por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6) atomos de carbono na cadeia. Exemplos de
grupos alquenila incluem etenila, propenila, n-butenila e i-butenila. Um
alquenileno é um grupo alqueno de cadeia linear ou ramificada diva-
lente.

[00116] O termo "alquinil" significa um grupo hidrocarboneto alifati-
co contendo uma ligagao tripla carbono-carbono e que pode ser linear
ou ramificado com cerca de 2 a cerca de 20 (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) atomos de carbono
na cadeia. Grupos alquinil preferidos tém de 2 a cerca de 6 (por exem-
plo, 2, 3, 4, 5, 6) atomos de carbono na cadeia. Exemplos de grupos
alquinila incluem etinila, propinila, n-butinila, 2-butinila, 3-metilbutinila e
n-pentinila. Um alquinileno é um alcino divalente de cadeia linear ou
ramificada.

[00117] O termo "cicloalquil" refere-se a um sistema de anel mono-
ou policiclico saturado ndo aromatico que pode conter 3 a 20 (por
exemplo, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20)
atomos de carbono. Exemplos de grupos cicloalquil incluem, sem limi-
tacao, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, ciclo-hexila.

[00118] O termo "cicloalquileno" significa um grupo obtido por re-
mogao de um atomo de hidrogénio de um grupo cicloalquila. Exemplos
nao limitativos de cicloalquileno incluem ciclobutileno e ciclopropileno.
[00119] O termo "cicloalquenila" refere-se a um sistema de anel
mono- ou policiclico insaturado ndo aromatico que pode conter de 3 a
12 (por exemplo, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 ou 12) atomos de carbono e
que inclui pelo menos uma ligacao dupla. Grupos cicloalquenila exem-
plares incluem, sem limitagao, ciclopropenila, ciclobutenila, ciclopente-
nila, ciclohexenila. Um cicloalquenileno é um grupo cicloalqueno de
cadeia linear ou ramificada divalente.

[00120] O termo "cicloalquinila" refere-se a um sistema de anel mo-
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no- ou policiclico insaturado nao aromatico que pode conter 8 a 12
atomos de carbono, e que inclui pelo menos uma ligacéao tripla. Grupos
cicloalquinila exemplificativos incluem, sem limitagdo, ciclononina e
ciclooctila. Um cicloalquinileno € um grupo cicloalcino de cadeia linear
ou ramificada divalente.

[00121] Como usado neste documento, o termo "heterociclila” refe-
re-se a um sistema de anel estavel de 3 a 18 membros (por exemplo,
3,4,56,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18 membros) que
consiste em atomos de carbono e de um a cinco (por exemplo, 1, 2, 3,
4, ou 5) heteroatomos selecionados do grupo que consiste em nitrogé-
nio, oxigénio, enxofre e silicio. A heterociclila pode ser um sistema de
anel monocilico ou policiclico, o que pode incluir sistemas de anel fun-
didos, ligados em ponte ou espiral; e os atomos de nitrogénio, carbo-
no, enxofre ou silicio na heterociclila podem estar opcionalmente oxi-
dados; o atomo de nitrogénio pode ser opcionalmente quaternizado; e
o anel pode estar parcialmente ou totalmente saturado. Heterociclis
monoclicos representativos incluem piperidina, piperazina, pirimidina,
morfolina, tiomorfolina, pirrolidina, tetra-hidrofurano, pirano, tetra-
hidropirano, oxetano e similares. Heterociclilas policiclicas representa-
tivos incluem indol, isoindol, indolizina, quinolina, isoquinolina, purina,
carbazol, dibenzofurano, cromeno, xanteno e semelhantes.

[00122] O termo "heterociclileno” significa um grupo obtido por re-
moc¢ao de um atomo de hidrogénio de um grupo heterociclico. Exem-
plos ndo limitativos de heterociclileno incluem piperidileno, pirrolidinile-
no, piperazinileno, morfolinileno, tiomorfolinileno, tiazolidinileno, 1,4-
dioxanileno, tetra-hidrofuranileno e tetra-hidrotiofenileno.

[00123] Como usado neste documento, o termo "arila" refere-se a
um sistema de anel monociclico ou policiclico aromatico contendo de 6
a 19 (por exemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19)

atomos de carbono, em que o sistema de anel pode estar opcional-
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mente substituido. Grupos aril da presente invencao incluem, mas nao
estao limitados a, grupos tais como fenila, naftila, azulenila, fenantreni-
la, antracenila, fluorenila, pirenila, trifenilenila, crissenil e naftacenila.
[00124] O termo "arileno” significa um grupo obtido por remocéao de
um atomo de hidrogénio de um grupo arila. Exemplos n&o limitativos
de arileno incluem fenileno e naftileno.

[00125] Como utilizado neste documento, "heteroarila" refere-se a
um radical de anel aromatico que consiste em atomos de carbono e de
um a cinco (por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou 5) heteroatomos selecionados
do grupo consistindo em nitrogénio, oxigénio, enxofre e silicio. Exem-
plos de grupos heteroaril incluem, sem limitagao, pirrolila, pirazolila,
imidazolila, triazolila, furila, tiofenila, oxazolila, isoxazolila, tiazolila, iso-
tiazolila, oxadiazolila, tiadiazolila, piridila, pirazinila, pirimidinila, pirida-
zinila, triazinila, tienopirrolila, furopirrolila, indolila, azaindolila, isoindoli-
la, indolinila, indolizinila, indazolila, benzimidazolila, imidazopiridinila,
benzotriazolila, benzoxazolila, benzoxadiazolila, benzotiazolila, pira-
zolopiridinila, triazolopiridinila, tienopiridinila, benzotiadiazolila, benzo-
fuila, benzotiofenila, quinolinila, isoquinolinila, tetra-hidroquinolila, tetra-
hidroisoquinolila, cinolinila, quinazolinila, quinolizilinila, ftalazinila, ben-
zotriazinila, cromenila, naftiridinila, acridinila, fenanzinila, fenotiazinila,
fenoxazinila, pteridinila e purinila. Heteroarilas adicionais sdo descritos
em Comprehensive Heterocyclic Chemistry: The Structure, Reactions,
Synthesis And Use Of Heterocyclic Compounds (Katritzky et al. eds.,
1984), que € incorporado neste documento por referéncia em sua tota-
lidade.

[00126] O termo "heteroarileno” significa um grupo obtido por remo-
cao de um atomo de hidrogénio de um grupo heteroarila. Exemplos
ndo limitativos de heteroarileno incluem piridileno, pirazinileno, furani-
leno, tienileno e pirimidinileno.

[00127] O termo "opcionalmente substituido" é usado para indicar
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que um grupo pode ter um substituinte em cada atomo substituivel do
grupo (incluindo mais do que um substituinte em um udnico atomo),
desde que a valéncia normal do atomo designado nao seja excedida e
a identidade de cada substituinte seja independente dos outros. Até
trés atomos de H em cada residuo sdo substituidos com halogénio,
haloalquila, hidroxi, alcéxi inferior, carbdxi, carboalcoxi (também referi-
do como alcoxicarbonila), carboxamido (também referido como alqui-
laminocarbonila), ciano, carbonila, nitro, amino, alquilamino, dialquila-
mino, mercapto, alquiltio, sulféxido, sulfona, acilamino, amidino, fenila,
benzila, heteroarila, fenéxi, benziléxi ou heteroariléxi. Atomos "néo
substituidos" contém todos os atomos de hidrogénio ditados por sua
valéncia. Quando um substituinte é ceto (isto é, = 0), entdo dois hidro-
génios no atomo sao substituidos. Combinacdes de substituintes e/ou
variaveis sao permissiveis apenas se tais combinagdes resultarem em
compostos estaveis; por "composto estavel" ou "estrutura estavel" en-
tende-se um composto que é suficientemente robusto para sobreviver
ao isolamento até um grau util de pureza a partir de uma mistura rea-
cional, e formulagdo em um agente terapéutico eficaz.

[00128] O termo "substituido" ou "substituicao" significa que um ou
mais atomos de hidrogénio em um atomo designado sédo substituidos
por uma selecdo do grupo indicado, desde que a valéncia normal do
atomo designado nédo seja excedida. Atomos "ndo substituidos" con-
tém todos os atomos de hidrogénio ditados por sua valéncia. Quando
um substituinte é oxo (isto &, =0), entdo 2 hidrogénios no atomo sao
substituidos. As combinagdes de substituintes e/ou variaveis sao per-
mitidas somente se essas combinagdes resultarem em compostos es-
taveis. Por "composto estavel" entende-se um composto que é sufici-
entemente robusto para sobreviver ao isolamento até um grau util de
pureza a partir de uma mistura de reacao, e formulacdo num agente

terapéutico eficaz. Exemplos de substituintes incluem, sem limitacao,
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oxo, tio (isto é, =S), nitro, ciano, halo, OH, NH, C1-Cs alquila, C+-Cs
alcodxi, C2-Ce alquenila, C»-Cs alquinila, Cs-Cs cicloalquila, C4-C7 ciclo-
alquilalquila, arila monociclica, hetereoarila monociclica, arila policicli-
ca, e heteroarila policiclica.

[00129] O termo "monociclico” indica uma estrutura molecular com
um anel.

[00130] O termo "policiclico" indica uma estrutura molecular com
dois ou mais anéis, incluindo, mas nao se limitando a, anéis fundidos,
ligados em ponte ou espiral.

[00131] O termo "halogénio" significa fldor, cloro, bromo ou iodo.
[00132] O termo "ciano" significa um grupo ciano como mostrado

abaixo
ACN _

[00133] O termo "alcéxi" significa grupos de 1 a 8 atomos de carbo-
no de configuragao linear, ramificada ou ciclica e combinac¢des destes
ligadas a estrutura de origem através de um oxigénio. Exemplos inclu-
em metoxi, etdxi, propoxi, isopropdxi, ciclopropiloxi, ciclo-hexiloxi e si-
milares. AlcOxi inferior refere-se a grupos contendo de um a quatro
carbonos. Para os fins do presente pedido de patente, alcdxi também
inclui metilenodioxi e etilenodidxi em que cada atomo de oxigénio esta
ligado ao atomo, cadeia ou anel a partir do qual o grupo metilenodioxi

ou etilenodiéxi esta pendente de modo a formar um anel. Assim, por

/°©
exemplo, fenila substituida por alcéxi pode ser, por exemplo,

D

[00134] Monbmeros e compostos descritos neste documento po-
dem conter um ou mais centros assimétricos e podem assim dar ori-
gem a enantidmeros, diasterebmeros e outras formas estereocisoméri-

cas. Cada centro quiral pode ser definido, em termos de estereoquimi-
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ca absoluta, como (R)- ou (S)-. A presente invencao pretende incluir
todos estes possiveis isdbmeros, bem como as misturas destes, inclu-
indo formas racémicas e oticamente puras. Isémeros (R)- e (S)-, (-)- e
(+)-, ou (D)- e (L)- oticamente ativos podem ser preparados usando
sintons quirais ou reagentes quirais, ou resolvidos usando técnicas
convencionais. Quando os compostos descritos no presente documen-
to contém ligacbes duplas olefinicas ou outros centros de assimetria
geomeétrica, e a menos que especificado de outra forma, pretende-se
que os compostos incluam ambos os isdmeros geométricos Z € E. Da
mesma forma, todas as formas tautoméricas também devem ser inclu-
idas.

[00135] Como referido neste documento, uma "unidade contendo

alcool polivinilico" € uma unidade que compreende a férmula quimica

X

de CH2=CH(OH) ou , em que € o ponto de ligacédo de A a
X

0]

X e em que CH2=CH(OH) e ML podem ser opcionalmente substitu-
idos.

[00136] Como utilizado neste documento, uma "unidade contendo
sacarideo" é qualquer unidade quimica compreendendo um sacarideo,
em particular, uma unidade quimica compreendendo um monossaca-
rideo, um dissacarideo, ou um oligossacarideo.

[00137] Os monossacarideos sao aldeidos ou derivados cetdnicos
de alcoois poli-hidroxi com a estrutura geral de (CH20)n, em que n = 3.
O monossacarideo pode ser, sem limitacdo, uma triose substituida ou
nao substituida, triulose, tetrose, tetulose, pentose, pentulose, acido

penturbnico, hexose, hexulose, acido hexurdnico, heptose, heptulose
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ou acido hepturbnico em sua forma dextro (D-) ou levo (L). Exemplos
de monossacarideos incluem, sem limitacdo, uma eritrose, treose, ri-
bose, arabinose, xilose, lixose, alose, altrose, glicose, manose, gulose,
idose, galactose, talose, fucose, frutose, eritrulose, ribulose, xilulose,
psicose, sorbose, tagatose, substituidas ou ndo substituidas, e deriva-
dos destas, tal como acidos aldénicos e urbnicos (por exemplo, acido
glucénico, acido manurénico, acido glicurénico, acido galacturénico,
acido manurdnico, acido xilurénico), desoxiacucares (por exemplo, de-
soxirribose, ramnose e fucose) e aminoacucares (por exemplo, gluco-
samina, galactosamina, acido N-acetilmuramico), e similares. Outros
monossacarideos adequados para utilizacdo nos monémeros e poli-
meros como descritos neste documento sdo bem conhecidos na técni-
ca.

[00138] Os dissacarideos compreendem dois monossacarideos li-
gados entre si por ligacbes glicosidicas, e 0s oligossacarideos com-
preendem mais de dois, normalmente de trés a dez monossacarideos
ligados entre si por ligacbes glicosidicas. Uma unidade contendo dis-
sacarideo ou oligossacarideo dos monémeros € polimeros como des-
critos neste documento pode compreender um tipo, ou mais de um ti-
po, de monossacarideo. Dissacarideos exemplificativos incluem, sem
limitagdo, sacarose, lactose, maltose, trealose, celobiose, isomaltose,
maltitol e similares. Oligossacarideos exemplificativos incluem, sem
limitacdo, fruto-oligossacarideos, galacto-oligossacarideos, glico-
oligossacarideos, rafinose e similares.

[00139] Em uma modalidade, a unidade contendo sacarideo do
mondémero descrito neste documento é manuronato ou guluronato se-

lecionado dentre os seguintes:
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0
0 HO
HO 0
0 HO OH
HO OH
HO o)
HO , xf ,
¢!
¢!
ol ol
HO OH HO OH
HO OH e HO OH , em que _E éo

ponto de ligacao de A a X.
[00140] Em uma modalidade, 0 monémero da presente invencao

tem a Férmula (la):
1

R
[ l@/ \
A X—Q \CHth \CHz/m3Z
2

R (la).

[00141] Em uma modalidade, 0 monémero da presente invencao

tem a Férmula (Ib):

I i
A X Q ( CHZ-};S—T——(CHz?n—sTiRa
%o R ).

[00142] Em outra modalidade, 0 monémero da presente invencao

tem a Férmula (Ic):
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®
NH,
A—x—Q—QCH2 CHo}-2
R m;

(Ic).
[00143] Em outra modalidade, 0 monémero da presente invencao

tem a Férmula selecionada do grupo que consiste em:

©
C) o\
0] 0=8=0
0]
®
—N—— ®
_N_
OH g
OH
0] 0 o g
o) -0
HO HO
HO OH HO OH
O © (o)
O=8==0 O
0]
®
® —N—
—N_
\H NH
0 OH o OH
_0 -0
HO HO

HO OH HO OH
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\®
_N_
O]
O=R—O
\
O
OH
O 0
/O
HO
HO OH
©
\
O=—=S8S=—=0
®
—g“—
02
]
\@® g
_N_
(@]
o= \—Oe 2
§ §
HN HN

O OH 0 OH
’O -
HO HO °
HO OH HO
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©
o
® o
H3N
OH
o o
’o
HO
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[00144] Outro aspecto da presente invencao € voltado a um polime-

ro de Férmula (IV):

(IV),

[00145] em que

[00146] A é independentemente selecionado dentre uma unidade
contendo sacarideo e uma unidade contendo alcool polivinilico para
cada unidade monomérica do polimero;

[00147] X é selecionado do grupo que consiste em O, NH, NR/,
C(O) e Ci-20 alquileno, em que C1-20 alquileno € opcionalmente substi-
tuido de 1 a 20 vezes, com um substituinte selecionado independen-
temente a cada ocorréncia deste, do grupo que consiste em OH, halo-
génio, ciano, —CF3 e C+-¢ alcéxi.

[00148] Q esta ausente ou € um ligante;
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T1
%—Ti%
[00149] Y é selecionado do grupo que consiste em Ry |
i B
3 | g RSO 3
g O—bP—% W
| o NN
, e ;
[00150] Z é selecionado dentre o grupo que consiste em

o) 0 R!
!—oe §—< %—I!IER3
<|3| , o° e |=|z2 ,
[00151] my é 0 a50;
[00152] m2é 0 a50;
[00153] m3é 0ab50;
[00154] R é Cy-2 alquila;
[00155] R'é -C(0)-Ci.6 alqueno;
[00156] R'é Ci-2 alquila;
[00157] R2é Ci-20 alquila;
[00158] RS3é Ci-x alquila,
[00159] ki € qualquer numero inteiro; e
[00160] ko é selecionado independentemente para cada unidade

monomérica de 0 ou 1, com a condicdo de que pelo menos um k2 seja

1;
[00161]

em que as unidades monoméricas do polimero sao iguais

ou diferentes.

[00162]
rica do pol

gante na u

Em uma modalidade, Q esta ausente da unidade monomé-

imero. Em outra modalidade, Q esta presente como um li-

nidade monomérica do polimero. Q € um agrupamento or-

ganico contendo qualquer numero de atomos de carbono, 1-30 atomos

de carbono, 1-20 atomos de carbono, ou 1-14 atomos de carbono, e
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opcionalmente incluindo um ou mais heteroatomos tais como nitrogé-
nio, enxofre ou nitrogénio em formatos estruturais lineares, ramificados
ou ciclicos. Grupos Q representativos sendo Ci.29 alquileno, C1-20 alqui-
leno substituido, fenoxi, fendxi substituido, alcoxi, alcoxi substituido,
Cs-20 cicloalquileno, Cs.2o cicloalquileno substituido, Cs.2o cicloalqueni-
leno, Cs.20 cicloalgquenileno substituido, Cs.2o cicloalquinileno, Cs.2o Ci-
cloalquinileno substituido, heterociclileno, heterociclileno substituido,
arileno, arileno substituido, triazol, poli(etileno glicol), ou fracdo poli-
peptidica.

[00163] Em uma modalidade, Q é selecionado dentre o grupo que
consiste em Ci.20 alquileno, Cs.zo cicloalquileno, arileno, heteroarileno,
heterocicleno, -O-C1.2¢ alquileno, poli(etileno glicol), e polipeptideo; em
gue Ci-20 alquileno, Cs.2o cicloalquileno, arileno, heteroarileno, heteroci-
clileno ou -O-Cy.2¢ alquileno é opcionalmente substituido de 1 a 20 ve-
zes com um substituinte selecionado independentemente a cada ocor-
réncia deste dentre o grupo que consiste em —QOH, halogénio, ciano,
—CFs3, Ci-6 alquila, € C+-s alcoxi; e em que Ci-20 alquileno € opcional-
mente interrompido por um ou mais heteroatomos selecionados dentre
0 grupo que consiste em oxigénio nitrogénio, enxofre ou nitrogénio.

[00164] Em outra modalidade, Q é heteroarileno.

NTN
N~N

[00165] Em ainda outra modalidade, Q é s
[00166] Em uma modalidade, o polimero da presente invencao tem

a Férmula (IVa):
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| —Jx,

(IVa).
[00167] Em outra modalidade, o polimero da presente invengao tem
Formula (IVb):

R3
ol
R'—N——R?
—A~8
T
©)
1T e
O=—P—O0

o ( CHA—O_

X
| Ik,

_I_A_l-k_l (IVb).

[00168] Em outra modalidade, o polimero da presente invengao tem

a Férmula (IVc):
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| K,
(IVc).

[00169] Um "polimero", como referido neste documento, € uma ma-
cromolécula compreendendo um conjunto de unidades quimicas repe-
tidas regularmente, isto €, unidades monoméricas, que sao unidas pa-
ra formar uma molécula de cadeia. Os monémeros repetidos podem
ser do mesmo tipo ou de um numero limitado de tipos diferentes. O
ndamero de unidades monoméricas nos polimeros, como descrito neste
documento, pode ser qualquer inteiro. Em uma modalidade, o nimero
(k1) de unidades monoméricas no polimero é de cerca de 5 a cerca de
1.000 unidades, de cerca de 5 a cerca de 10.000 unidades, ou de cer-
ca de 5 a cerca de 100.000 unidades.

[00170] Os mondémeros do polimero podem ser unidos em conjunto
de ponta a ponta, ou de uma maneira mais complicada quando se
forma a cadeia quimica. Os polimeros descritos neste documento po-
dem ser homopolimeros, isto é, compreendendo apenas um tipo de
unidade monomérica repetida, ou copolimeros, isto €, compreendendo
mais do que um tipo de unidade monomérica repetida. Copolimeros da
presente descricdo incluem polimeros alternantes, polimeros periodi-

cos, polimeros aleatérios e polimeros em bloco. Os polimeros descri-
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tos neste documento incluem polimeros lineares e polimeros ramifica-
dos, incluindo polimeros em estrela, polimeros em escova e polimeros
em pente.

[00171] Em uma modalidade, o polimero como descrito neste do-
cumento € um polimero contendo alcool polivinilico (isto €, o polimero
tem uma estrutura principal de alcool polivinilico), em que A, em cada
ocorréncia da Férmula IV, é uma unidade contendo alcool polivinilico.
[00172] Como referido neste documento, uma "unidade contendo

alcool polivinilico" € uma unidade que compreende a férmula quimica

de —CH:CH(OH) — ou ML , €M que E é o ponto de li-
o
gacado de A a X e em que —CH2CH(OH) — e ML podem ser

opcionalmente substituidos.

[00173] Em outra modalidade, o polimero como descrito neste do-
cumento € um polimero contendo sacarideo (isto €, o polimero tem
uma estrutura principal de sacarideo). Nesta modalidade, o A da For-
mula IV é uma unidade contendo sacarideo. Como descrito acima,
uma unidade contendo sacarideo € qualquer unidade quimica com-
preendendo um sacarideo, em particular, uma unidade quimica com-
preendendo um monossacarideo, um dissacarideo, ou um oligossaca-
rideo. De acordo com esta modalidade, A € independentemente sele-
cionado, em cada ocorréncia, dentre um monossacarideo, um dissaca-
rideo e um oligossacarideo. Sacarideos exemplificativos sdo descritos

acima.
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[00174] Em uma modalidade, o polimero como descrito neste do-
cumento é um homopolimero compreendendo um tipo de unidade mo-
nomeérica contendo monossacarideo, como descrito neste documento.
Em outra modalidade, o homopolimero compreende um tipo de unida-
de monomérica contendo dissacarideo, como descrito neste documen-
to. Em outra modalidade, o homopolimero compreende um tipo de
unidade monomérica contendo oligossacarideo como descrito neste
documento.

[00175] Em outra modalidade, o polimero € um copolimero conten-
do duas ou mais unidades monoméricas diferentes. Em uma modali-
dade, o copolimero compreende duas ou mais unidades monoméricas
contendo monossacarideos diferentes, como descrito neste documen-
to. Em outra modalidade, o copolimero compreende duas ou mais uni-
dades monoméricas contendo dissacarideos diferentes. Em outra mo-
dalidade, o copolimero compreende duas ou mais unidades monomé-
ricas contendo oligossacarideos diferentes. Em outra modalidade, o
copolimero compreende duas ou mais unidades monoméricas diferen-
tes, em que cada unidade monomérica é independentemente selecio-
nada dentre uma unidade monomérica contendo monossacarideo, dis-
sacarideo e oligossacarideo.

[00176] Em uma modalidade, o polimero da presente invencao €
um polimero de sacarideo modificado. Polimeros de sacarideo, tam-
bém conhecidos como polissacarideos ou carboidratos poliméricos,
sdo polimeros compreendendo unidades monoméricas repetidas de
um ou mais sacarideos ligados entre si por ligacdes glicosidicas. Poli-
meros de sacarideos sdao bem conhecidos na arte, incluindo, por
exemplo e sem limitag&o, alginato, acido hialurénico, quitina, celulose,
amido, agarose, dextrano, carragenina, guar, condroitina, dermatano,
entre outros. Assim, um polimero de sacarideo modificado da presente

invencdo € um polimero em que o A da Férmula IV € uma unidade sa-
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caridica monomeérica ou uma unidade monossacaridica de um polime-
ro sacarideo conhecido, e 0 k2 de uma ou mais unidades monoméricas
él.

[00177] Assim, em uma modalidade, o polimero da presente inven-
cao é um polimero de celulose modificado. De acordo com esta moda-
lidade, o A da Férmula IV compreende uma unidade de glicose ou uni-
dade de glicose substituida para formar o polimero de celulose modifi-
cado ou derivado deste (por exemplo, uma alquilcelulose modificada,
hidroxialquilcelulose, carboxialquilcelulose ou éster de celulose).
[00178] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de dextrano modificado. De acordo com esta modalidade,
o A da Férmula IV é uma unidade de D-glucopiranosil para formar o
polimero de dextrano modificado.

[00179] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de agarose modificado. De acordo com esta modalidade,
o A da Foérmula IV alterna e é selecionado dentre D-galactose e 3,6-
anidro-L-galactopiranose para formar um polimero de agarose modifi-
cado.

[00180] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de quitosana modificado. De acordo com a modalidade, o
A da Formula IV € independentemente selecionado dentre D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina para formar um polimero de
quitosano modificado.

[00181] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de carragenina modificado. De acordo com esta modali-
dade, o A da Formula IV alterna e é selecionado dentre galactose e
3,6-anidrogalactose para formar o polimero de carragenina modificado.
[00182] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de hialuronano modificado. De acordo com esta modali-

dade, o A da Formula IV alterna e é selecionado centre acido glucur6-
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nico e N-acetil-D-glucosamina para formar um polimero de hialuronano
modificado.

[00183] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de condroitina modificado. De acordo com esta modali-
dade, o A da Férmula IV alterna e € selecionado dentre acido glucur6-
nico e N-acetilgalactosamina para formar o polimero de sulfato de
condroitina modificado.

[00184] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de dermatano modificado. De acordo com esta modalida-
de, o A da Formula IV alterna e € selecionado dentre acido idurénico e
N-acetilgalactosamina para formar um polimero de sulfato de derma-
tano modificado.

[00185] Em outra modalidade, o polimero da presente invencéo é
um polimero de guar. De acordo com esta modalidade, o A da Férmula
IV é independentemente selecionado dentre galactose e manose para
formar um polimero guar modificado.

[00186] Em uma modalidade, o polimero da presente descricdao é
um polimero de alginato modificado. O alginato € um copolimero linear
com blocos homopoliméricos de p-D-manuronato e a-L-guluronato li-
gados a (1-4). De acordo com esta modalidade, o A em cada ocorrén-
cia na Férmula IV é selecionado dentre B-D-mannuronato e a-L-
guluronato. Em uma modalidade, o polimero compreende blocos ho-
mopoliméricos de unidades monoméricas contendo manuronato. Em
outra modalidade, o polimero compreende blocos homopoliméricos de
unidades monoméricas contendo guluronato. Em outra modalidade, o
polimero compreende unidades monoméricas alternadas contendo
manuronato e guluronato ou blocos alternados de unidades monomé-
ricas contendo manuronato e guluronato. Em uma modalidade, a razao
de manuronato para guluronato no polimero da presente invencao é

de cerca de 1. Em outra modalidade, a razao de manuronato para gu-
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luronato € maior que 1. Em outra modalidade, a razdo de manuronato
para guluronato é inferiora 1.

[00187] De acordo com este aspecto da presente invengdo, 0s po-
limeros de alginato exemplificativos da descricdo compreendem uni-
dades monoméricas em que A é independentemente selecionado, em

cada ocorréncia, dentre:

HO

0
HO 0
0 o) o—
%o o—
HO 0
HO x*’

oSS

e HO OH
[00188] em que E € o ponto de ligacdo de A a X.

[00189] Polimeros de alginato modificados exemplificativos da pre-

sente invengao incluem unidades monomeéricas independentemente

selecionadas, em cada ocorréncia, dentre as seguintes:
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[00190] De acordo com este aspecto da invencao, o k2 do polimero

de Férmula IV é selecionado independentemente para cada unidade
monomérica dentre 0 ou 1, com a condicdo de que pelo menos um kz
seja 1. Em uma modalidade, k2 € 1 para pelo menos 1% das unidades
monoméricas do polimero como descrito neste documento. Em outra
modalidade, kz ¢ 1 para pelo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% ou mais das unidades monoméricas do polimero como descrito
neste documento. Em uma modalidade, k2 € 1 para 100% das unida-
des monoméricas do polimero como descrito neste documento.

[00191]  Outro aspecto da presente invencao refere-se a um polime-

ro compreendendo um ou mais monémeros de Férmula (l):

AN, AN

le mzY m3z

[00192]

ainda

(I), e compreendendo

[00193] um ou mais monémeros de Férmula (II):

A L'—12—3 R* (1),
[00194] em que
[00195] L' é selecionado do grupo consistindo em O, NH, NR', C(O)
e Ci-20 alquileno, em que Ci-20 alquileno é opcionalmente substituido
de 1 a 20 vezes com um substituinte selecionado independentemente
em cada ocorréncia deste pelo grupo consistindo em OH, halogénio,

ciano, —CF3 e C1-¢ alcoxi;
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[00196] L2 esta ausente ou é Ci-2o alquileno, em que Ci-20 alquileno
€ opcionalmente substituido de 1 a 20 vezes com um substituinte sele-
cionado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo
consistindo em OH, halogénio, ciano, —CF3 e C1-¢ alcoxi;

[00197] L3 é selecionado do grupo consistindo em Ci-2 alquileno,
Ci1-20 alquenileno, Cs-12 cicloalquenileno e arileno, em que o arileno é
opcionalmente substituido de 1 a 3 vezes com um substituinte selecio-
nado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo consis-
tindo em heteroarileno e heterociclileno;

[00198] R* é selecionado do grupo consistindo em H, SH, N3, Ci-6
alquila, C2-20 alquenila, Cz-2¢ alquinila, Cs-12 cicloalquenila, Cs-12 ciclo-
alquinila, heteroaril e heterociclila, em que Ci-¢ alquila, C2-20 alquenila,
C2-20 alquinila, Cs-12 cicloalquenila, Cs-12 cicloalquinila, heteroarila e
heterociclila sdo opcionalmente substituidos de 1 a 3 vezes com um
substituinte selecionado independentemente em cada ocorréncia deste
pelo grupo consistindo em H, OH, halogénio, ciano, —CF3 e C1-¢ alco-
Xi.

[00199] Em uma modalidade deste aspecto da presente invengao, o

polimero tem a Férmula (lla):
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Z
z/f
Y(\l R4
g
L3
Q
<E L2
L1

[l ol
l

an‘
" (1a),

[00200] em que n1, n2 e n3 s&o qualquer numero inteiro.

[00201] Em uma modalidade, ni, n2, € n3 sao, cada um, indepen-
dentemente selecionados de um numero inteiro de 1 a 10.000.

[00202] Polimeros exemplificativos de acordo com este aspecto da

descricdo incluem, sem limitagao, os seguintes polimeros:

©
o
0==S=0
®
_N_
N=N
N 2
N-N
- NH HN -
© OH o OH
~Q _
— o O A L—
HO HO ol
nj n,
413
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0
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© OH o OH
-0 _
_+0 @) < L —
HO HO o]
| nl n2 ] n3

[00203] em que ni, n2 € n3 sdo qualquer numero inteiro. Em uma
modalidade, n1, nz, € n3 sao, cada um, independentemente seleciona-
dos de um numero inteiro de 1 a 10.000.

[00204] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um mon6-

mero de Férmula (llI):

[00205] em que

[00206] X' esta ausente ou é ;

R4®

3

N~N
[00207] Y'é -~ ou RS
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[00208] Z'é 0 ou 0 :
[00209] m4é 1 a50;

[00210] msé0a 10;

[00211] meé 1a50;

[00212] R"é H ou Ci-s alquila;

[00213] R*é Ci-20 alquila;

[00214] R°®é Cy-2 alquila; e

[00215]  R® é C1-20 alquila,

[00216] com a condicdo de que, quando X' estiver ausente, Y' ndo

RS
e
sera RC |

[00217] Em uma modalidade, o0 monémero de Férmula (lll) tem a

Formula (III'):

N my X1 ms Y1 mg Z1

| (1ry.
[00218] Em uma modalidade, o0 monémero de Férmula (lll) tem a

Formula (llla):

R o
| o
NH ma =N R o}
R
(llla).

[00219] Em uma modalidade, o0 monémero de Férmula (lll) tem a

Formula (llla'):
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N N
my I |@
NH —= R® o}
\ (la'y.

[00220] Em outra modalidade, o monémero de Férmula (lll) tem a
Férmula (llb):

N
my I |®
NH =N R®
R
(llib).

[00221] Em outra modalidade, o monémero de Férmula (lll) tem a
Formula (1lIb'):

gl
%\NH ™\ =N R® o|
\ sy

[00222] Em outra modalidade, o monémero de Férmula (lll) tem a

Formula (llic):

(llc).
[00223] Em outra modalidade, o monémero de Férmula (lll) tem a
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Formula (llic'):
Mg

N
%\ o I
NH N4N O
®
\
(llic).

[00224] Em outra modalidade, um mondémero exemplificativo de

Formula (lll) € selecionado do grupo consistindo de:

\IS:O O¥ /L
0,/~0 0 ©/~0
O ) e ) Oe ) O )
o)
M\
NH
e
N~ .
N
é NH

N— ®

N
m{
N~
O:IS:O O¥
0 O
O

© , e
[00225] OQutro aspecto da presente invencao refere-se a uma rede

polimérica de monémeros reticulados de Férmula (ll1):
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R" /e}\ A /ea\
1 1 1
N X T YT gz

(11).
[00226] Em uma modalidade, a rede € uma rede homopolimérica,
compreendendo um tipo de monémero de Férmula (lll). Em outra mo-
dalidade, a rede € heteropolimérica, compreendendo dois ou mais mo-
némeros diferentes de Férmula (llI).
[00227] De acordo com esta modalidade, a rede polimérica de mo-
némeros € formada utilizando um agente reticulante, e os monémeros
da rede estao ligados entre si por meio do agente reticulante. Em uma
modalidade, o agente reticulante € um agente reticulante zwitteriénico.
O agente reticulante zwitteribnico pode ser copolimerizado com o0s
mondémeros e co-mondémeros de Formula Ill para proporcionar redes
poliméricas reticuladas de acordo com a presente invencao. Agentes
reticulantes adequados que podem ser utilizados de acordo com a
presente invencao incluem agente reticulante de diacrilamida zwitteri-
6nico bifuncional (CBAAX), bem como qualquer um dos agentes reti-
culantes zwitteribnicos divulgados na Publicacdo de Pedido de Patente
US N°20170009069 de Jiang et al., incorporada por referéncia em sua
totalidade.
[00228] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um hidro-
gel compreendendo qualguer um ou mais dentre os polimeros descri-
tos neste documento (ou seja, polimeros de Férmula V), qualquer um
ou mais dentre os mondémeros de Formula lll, qualquer uma ou mais
dentre as redes poliméricas como descritas neste documento, ou
qualquer combinacao destes. Os hidrogéis preferidos como descritos
neste documento sdo hidrogéis zwitteridnicos.
[00229] Hidrogéis da presente invencdo podem ser hidrogéis ho-

mopoliméricos, hidrogéis copolimeéricos ou hidrogéis multipoliméricos.
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Em uma modalidade, o hidrogel compreende um tipo de polimero co-
mo descrito neste documento. Em outra modalidade, o hidrogel com-
preende dois ou mais tipos diferentes de polimeros como descritos
neste documento. Em outra modalidade, o hidrogel é feito de um Unico
tipo de monémero de Formula Ill. Em outra modalidade, o hidrogel
compreende dois ou mais tipos diferentes de monémeros de Formula
lll. Em outra modalidade, o hidrogel € feito de uma rede polimérica
compreendendo um unico tipo de monémero de Formula Ill. Em outra
modalidade, o hidrogel é feito de uma rede polimérica compreendendo
um ou mais tipos diferentes de monémeros de Férmula lll.

[00230] Em uma modalidade, o hidrogel € um hidrogel de sacari-
deo, isto é, um hidrogel compreendendo polimeros contendo sacari-
deo como descritos neste documento. Em outra modalidade, o hidro-
gel € um hidrogel de alginato, isto é, um hidrogel compreendendo po-
limeros de alginato modificados como descritos neste documento.
[00231] Os hidrogéis da presente invengao sao formados utilizando
métodos convencionais conhecidos pelos especialistas na técnica e
descritos nos Exemplos deste documento. Por exemplo, as ligagdes
cruzadas entre 0s polimeros e monémeros do hidrogel podem ser for-
madas por meio de reacao de reticulacdo quimica, radiacdo ionizante
ou interacdes fisicas.

[00232] Em uma modalidade, o hidrogel é formado usando quimica
de cliques. A quimica de cliques engloba reacées quimicas usadas
para unir dois compostos, que sao de alto rendimento, de escopo am-
plo, criam apenas subprodutos que podem ser removidos sem croma-
tografia, sdo estereoespecificas, simples de realizar e podem ser con-
duzidas em solventes facilmente removiveis ou benignos. Exemplos
de reacdes que atendem a esses critérios incluem a abertura no anel
nucleofilico de epédxidos e aziridinas, rea¢cdes de carbonil do tipo nao-

aldol, incluindo a formacédo de hidrazonas e heterociclos, adi¢cées a
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multiplas ligacbes carbono-carbono, incluindo adicbes de Michael e
reagcOes de cicloadicao, tal como uma reagao de cicloadicdo 1,3-
dipolar (isto €, uma reacao de cicloadicao de Huisgen). Ver, por exem-
plo, Moses e Moorhouse, Chem Soc. Rev., 36:1249-1262 (2007); Kolb
e Sharpless, Drug Discovery Today, 8(24): 1128-1137 (2003); e Kolb
et al., Angew. Chem. Int. Ed. 40: 2004-2021 (2001), que sdo incorpo-
rados neste documento por referéncia em sua totalidade.

[00233] Em uma modalidade, o hidrogel é formado pela reacdo en-
tre os substituintes alceno e tetrazina dos polimeros. Em outra modali-
dade, o hidrogel é formado pela reacdo entre os substituintes de nor-
borneno e tetrazina dos polimeros.

[00234] Os hidrogéis de acordo com a presente invencdo podem

ser preparados de acordo com os Esquemas A e B.

Esquema A
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[00235] OQutro aspecto da presente invencao refere-se a uma cap-

sula compreendendo o hidrogel da presente invencao e um agente te-
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rapéutico encapsulado no hidrogel.

[00236] Uma "capsula", como usada neste documento, refere-se a
uma particula tendo um diametro médio de cerca de 150 um a cerca
de 5 cm. Em uma modalidade, as capsulas da presente invencao tém
um diametro médio de cerca de 150 um a cerca de 8 mm. Uma "mi-
crocapsula”, como referida neste documento, tem um diametro médio
de cerca de 150 um a cerca de 1000 um. A capsula ou microcapsula é
formada pelos polimeros, matriz polimérica ou hidrogéis como descri-
tos deste documento. A capsula pode compreender um nucleo de hi-
drogel reticulado que esta rodeado por um ou mais invélucros polimé-
ricos, uma ou mais camadas de hidrogel reticulado, um revestimento
de hidrogel reticulado ou uma combinacado destes. A cdpsula pode ter
qualquer forma adequada para encapsulamento celular ou encapsu-
lamento de um agente terapéutico. Formas uteis incluem esferas, for-
mas semelhantes a esferas, esferoides, formas semelhantes a esfe-
roides, elipsoides, formas semelhantes a elipsoides, estadioides, for-
mas semelhantes a um estadioides, discos, formas semelhantes a dis-
cos, cilindros, formas semelhantes a cilindros, bastdes, formas seme-
Ihantes a bastbes, cubos, formas semelhantes a cubos, cuboides, for-
mas semelhantes a cuboides, toros, formas semelhantes a toros e su-
perficies planas e curvas.

[00237] Quando utilizada para encapsulamento de células, a capsu-
la pode conter uma ou mais células dispersas no hidrogel reticulado,
"encapsulando”, assim, as células. A taxa de moléculas que entram na
capsula necessaria para a viabilidade celular e a taxa de produtos te-
rapéuticos e material residual que sai da membrana da capsula pode
ser selecionada por meio de modulacdo da permeabilidade da capsu-
la. A permeabilidade da capsula também pode ser modificada para li-
mitar a entrada de células imunes, anticorpos e citocinas na capsula.

Geralmente, os métodos conhecidos de formagao de capsulas de hi-
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drogel podem produzir capsulas com entrada limitada de células imuni-
tarias, anticorpos e citocinas na capsula. Uma vez que diferentes tipos
de células tém diferentes requisitos metabdlicos, a permeabilidade da
capsula pode ser otimizada com base no tipo de célula encapsulada
no hidrogel. O diametro das capsulas € um fator importante que influ-
encia tanto a resposta imune contra as capsulas celulares como o
transporte de massa através da membrana da capsula.

[00238] O agente terapéutico pode ser qualquer agente biologica-
mente reativo incluindo, por exemplo e sem limitacdo, proteinas tera-
péuticas, peptideos, anticorpos ou fragmentos destes, anticorpos mi-
méticos e outras moléculas de ligacdo, acidos nucleicos, moléculas
pequenas, horménios, fatores de crescimento, fatores angiogénicos,
citocinas e agentes anti-inflamatérios.

[00239] Os tipos de drogas (ou agentes terapéuticos) que podem
ser administrados utilizando as capsulas e microcapsulas como descri-
tas neste documento sao numerosos e incluem tanto os compostos de
peso molecular pequeno na faixa de tamanho de 100 daltons a cerca
de 1.000 daltons, quanto as drogas macromoleculares maiores, tais
como drogas peptidicas e proteicas na faixa de tamanho de cerca de
1.000 daltons até cerca de 100.000 daltons, e mais. As capsulas feitas
dos polimeros e hidrogéis descritos neste documento sdo particular-
mente adequadas para administrar drogas com doses eficazes relati-
vamente baixas, por exemplo, na faixa de microgramas/dia, nanogra-
mas/dia e até mesmo picogramas/dia.

[00240] Agentes terapéuticos de proteina e/ou peptideo que podem
estar contidos na capsula para distribuicdo apds implantacdo num su-
jeito incluem, sem limitacdo, horménios peptidicos tais como insulina,
glucagon, horménio da paratireoide, calcitonina, vasopressina, renina,
prolactina, horménio do crescimento, as gonadotrofinas, incluindo go-

nadotrofina coridnicas, horménio estimulante dos foliculos, horménio
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estimulante da tireoide e horménio luteinizante; enzimas fisiologica-
mente ativas tais como transferases, hidrolases, liases, isomerases,
fosfatases, glicosidases, superoxido dismutase, fator VIII, ativadores
do plasminogénio e outros agentes terapéuticos incluindo fatores pro-
teicos, tais como fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
semelhante a insulina, fator de necrose tumoral, fatores de crescimen-
to transformadores, fatores de crescimento de fibroblastos, fatores de
crescimento derivados de plaquetas, eritropoietina, fatores estimulan-
tes de colbnia, proteinas morfogenéticas dsseas, interleucinas e inter-
ferons. Macromoléculas nao proteicas, particularmente incluindo polis-
sacarideos, polimeros de acido nucleico e metabdlitos secundarios
terapéuticos, incluindo produtos vegetais tais como vinblastina, vincris-
tina, taxol e semelhantes, também podem ser administradas utilizando
o presente sistema. Compostos de baixo peso molecular também po-
dem ser administrados.

[00241] Em uma modalidade, o agente terapéutico € um agente bio-
l6gico produzido e/ou secretado ou liberado do tecido e/ou uma prepa-
racdo de células encapsuladas dentro ou residindo dentro da capsula
como descrito neste documento. As células podem compreender célu-
las que ocorrem naturalmente ou geneticamente manipuladas, que
podem estar na forma de células Unicas e/ou aglomerados de células.
Em uma modalidade, as células dentro da cépsula secretam um ou
mais fatores biolégicos que sdo uteis no tratamento de uma doenca ou
condicdo. Estes fatores sdo secretados das células, liberados do hi-
drogel ou da camada polimérica da capsula, e sdo entregues ou difun-
didos para as células, tecido ou 6rgao alvo que os necessitem. As cé-
lulas adequadas incluem, sem limitagcdo, um ou mais tipos de células
selecionadas do grupo consistindo de células do musculo liso, miécitos
cardiacos, plaquetas, células epiteliais, células endoteliais, células uro-

teliais, fibroblastos, fibroblastos embrionarios, mioblastos, condrécitos,
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condroblastos, osteoblastos, osteoclastos, queratinécitos, hepatocitos,
células do duto biliar, células das ilhotas pancreaticas, tireoide, parati-
reoide, adrenal, hipotalamica, pituitaria, células testiculares, ovaricas,
glandulas salivares, adipocitos, células tronco, incluindo células tronco
mesenquimais, células neuronais, células progenitoras endoteliais, cé-
lulas hematopoiéticas, células tronco embrionarias, células-tronco plu-
ripotentes induzidas ou células derivadas de tais células tronco. Célu-
las adequadas incluem células xenogénicas, autélogas ou alogénicas.
As células podem ser células primarias ou células derivadas da cultura
e expansao de uma célula obtida de um sujeito. As células também
podem ser células imortalizadas.

[00242] Em uma modalidade, as células sdo células secretoras de
insulina. Uma célula secretora de insulina € uma célula que produz in-
sulina, de preferéncia em resposta aos niveis de glicose. Células se-
cretoras de insulina incluem células de ilhotas pancreaticas, células
produtoras de insulina derivadas de células-tronco e células genetica-
mente modificadas para produzir insulina. Em uma modalidade, as cé-
lulas sao células secretoras de insulina de mamifero. Em uma modali-
dade, as células sao células secretoras de insulina humanas. Em uma
modalidade, as células sdo células de ilhotas pancreaticas humanas.
Células de ilhotas sao células enddcrinas derivadas de um pancreas
de mamifero. As células de ilhotas incluem células alfa que secretam
glucagon, células beta que secretam insulina e amilina, células delta
que secretam somatostatina, células PP que secretam polipeptideo
pancreatico, ou células épsilon que secretam grelina. O termo inclui
populacdes homogéneas e heterogéneas dessas células. Em modali-
dades preferidas, uma populacdo de células de ilhotas contém pelo
menos células beta.

[00243] Métodos de isolamento de células de ilhotas pancreaticas

que sado adequados para encapsulamento na capsula como descrito
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neste documento sdao conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Field
et al., Transplantation 61:1554 (1996); Linetsky et al., Diabetes
46:1120 (1997), que sao incorporados por referéncia na sua totalida-
de). O tecido pancreatico fresco pode ser dividido por picagem, tritura-
¢ao, cominuicao e/ou digestao com colagenase. As ilhotas podem en-
tdo ser isoladas das células e materiais contaminantes por procedi-
mentos de lavagem, filtragem, centrifugacdo ou separacdo. Métodos e
aparelhos para o isolamento e purificacdo de células de ilhotas séo
descritos nas Patente US N° 5,447,863 de Langley, P atente US N°
5,322,790 de Scharp et al., Patente US N°5,273,904 de Langley e Pa-
tente US N° 4,868,121 de Scharp et al., que sédo inc orporadas neste
documento por referéncia na sua totalidade. As células pancreaticas
isoladas podem, opcionalmente, ser cultivadas antes da inclusao na
capsula de hidrogel, utilizando qualquer modo adequado de cultura de
células de ilhotas, como conhecido na técnica. Ver, por exemplo, Pa-
tente U.S. N°5,821,121 de Brothers, que é incorpor ada por referéncia
em sua totalidade. Células isoladas podem ser cultivadas em um meio
sob condicbes que ajudem a eliminar componentes antigénicos. As
células produtoras de insulina também podem ser derivadas de célu-
las-tronco e linhagens celulares e podem ser células geneticamente
modificadas para produzir insulina. Ver, por exemplo, a Publicacdo do
Pedido de Patente US N° 20040005301 de Goldman e a Patente US
N° 9.624.472 de Firpo, que sao incorporadas por ref eréncia em sua
totalidade.

[00244] Como notado acima, células adequadas incluem células
progenitoras e/ou tronco. Células-tronco adequadas podem ser células
ou populagdes celulares pluripotentes, multipotentes, oligopotentes ou
unipotentes, e incluem células tronco embrionarias, células de epiblas-
to, células de ectoderme primitivas e células germinativas primordiais.

Em outras modalidades, células tronco adequadas também incluem
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células tronco pluripotentes induzidas (iPS), que sdo células-tronco
pluripotentes derivadas de uma célula n&o pluripotente. Ver Zhou et
al., Cell Stem Cell 4:381-384 (2009); Yu et al., Science 324(5928):797-
801 (2009); Yu et al., Science 318(5858):1917-20 (2007); Takahashi et
al., Cell 131:861-72 (2007); e Takahashi and Yamanaka, Cell 126:663-
76 (2006), que sao incorporados neste documento por referéncia em
sua totalidade. De acordo com esta modalidade, a capsula pode ainda
compreender os fatores de crescimento e diferenciacdo adequados
para promover a diferenciagcdo de células tronco em uma populacao
desejada de células capazes de produzir e liberar o agente terapéutico
de interesse.

[00245] As células adequadas para encapsulacdo na capsula des-
crita neste documento podem ser derivadas de qualquer animal capaz
de gerar as células desejadas. Os animais dos quais as células sao
colhidas podem ser vertebrados ou invertebrados, mamiferos ou nao
mamiferos, seres humanos ou ndo humanos. Exemplos de fontes
animais incluem, mas nao estao limitados a, primata, roedor, canino,
felino, equino, bovino ou porcino. As células podem ser obtidas ou
compreender uma preparacao de células primarias ou preparacdes de
células imortalizadas. As células encapsuladas podem ser isoladas da
mesma espécie que o receptor do implante ou de uma espécie diferen-
te do receptor do implante.

[00246] Em algumas modalidades, a capsula descrita neste docu-
mento compreende uma densidade celular entre aproximadamente
1x10° ou 1x10°células/ml a cerca de 1x10' células/mL ou mais. Em
uma modalidade, a capacidade de retencdo de células da capsula ba-
seia-se, pelo menos em parte, no tamanho da capsula. Em uma moda-
lidade, a membrana da capsula impede que as células no hidrogel es-
capem da capsula. As células sdo capazes de sobreviver in vivo na

capsula por pelo menos um més, dois meses, trés meses, quatro me-
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ses, CiNCo meses, seis meses, sete meses, 0ito meses, nove meses,
dez meses, onze meses, doze meses OU um ano ou mais com uma
funcionalidade que representa pelo menos cerca de 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
100% da fungdo expressa no momento em que as células sao introdu-
zidas na capsula ou no momento em que as células se desenvolvem
completamente e/ou amadurecem na capsula, por exemplo, implanta-
cao de células progenitoras que necessitam desenvolver ou amadure-
cer mais a células funcionais in vivo. Em algumas modalidades, as cé-
lulas ou a preparacado de células no sistema expandem-se dentro da
capsula para aumentar a densidade celular e/ou a funcao celular apés
a implantacao do sistema in vivo.

[00247] Quando a capsula contém células ou uma preparacéao de
células, fatores adicionais de crescimento e/ou de diferenciacdo espe-
cificos para a célula podem ser adicionados ao hidrogel ou solucéao
polimérica, para aumentar o crescimento, diferenciacdo e sobrevivén-
cia das células. Esses fatores incluem suplementos (por exemplo, glu-
tamina, aminoacidos ndo essenciais), fatores de crescimento (por
exemplo, fatores de crescimento epidérmico, fatores de crescimento
de fibroblastos, fator de crescimento transformador/proteinas morfoge-
néticas O0sseas, fatores de crescimento derivados de plaquetas, fatores
de crescimento de insulina, citocinas), proteinas da matriz extracelular
(por exemplo, fibronectina, laminina, heparina, colageno, glicosamino-
glicano, proteoglicano, elastina, derivados de quitina, fibrina e fibrino-
génio), fatores angiogénicos (por exemplo, FGF, bFGF, FGF &cido
(aFGF), FGF-2, FGF-4, EGF, PDGF, TGF-beta, angiopoietina-1, angi-
opoietina-2, fator de crescimento placentario (PIGF), VEGF e PMA
(forbol 12-miristato 13-acetato)), e fatores de sinalizagao e/ou fatores

de transcricao.
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[00248] Outro aspecto da presente invencao € voltado a um método
de administracdo de um agente terapéutico a um sujeito. Este método
envolve administrar a cdpsula compreendendo o hidrogel e um agente
terapéutico encapsulado pelo hidrogel ao sujeito.

[00249] A célula descrita neste documento pode ser utilizada para
tratar uma variedade de doencas e condi¢cées que requerem um forne-
cimento continuo de uma substancia ou substancias biologicamente
ativas ao sujeito. A capsula pode conter misturas homogéneas ou he-
terogéneas de agentes e/ou células biologicamente ativos, ou células
que produzem uma ou mais substancias biologicamente ativas de inte-
resse. Os agentes e/ou células biologicamente ativos sdo totalmente
encapsulados dentro da camada de hidrogel da cédpsula. Uma tal ca-
mada exterior semipermeavel permite que a substancia biologicamen-
te ativa encapsulada de interesse (por exemplo, insulina, glucagon,
polipeptideo pancreatico e similares, no caso do tratamento da diabe-
tes) passe para fora do sistema, tornando a substancia ativa disponivel
para as células-alvo fora do sistema e no corpo do sujeito receptor. Em
uma modalidade, a membrana da capsula é uma membrana semiper-
medavel que permite que os nutrientes presentes naturalmente no sujei-
to passem através da membrana para fornecer nutrientes essenciais
as células presentes no hidrogel. Ao mesmo tempo, uma membrana
semipermedavel impede que as células do sujeito receptor, mais parti-
cularmente, as células de seu sistema imunitario, passem através da
capsula para danificar as células do sistema. Por exemplo, no caso da
diabetes, essa abordagem pode permitir que a glicose e o oxigénio
(por exemplo, contidos no corpo) estimulem as células produtoras de
insulina da capsula a liberar insulina, conforme exigido pelo corpo em
tempo real, evitando que as células do sistema imunolégico do hospe-
deiro reconhegam e destruam as células implantadas.

[00250] OQutro aspecto da presente invencao € voltado a um método
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de tratamento de um sujeito diabético. Este método envolve selecionar
um sujeito com diabetes, e implantar a capsula compreendendo o hi-
drogel e um agente terapéutico encapsulado pelo hidrogel no sujeito.
De acordo com esta modalidade, a capsula contém uma preparacao
de células secretoras de insulina encapsuladas no hidrogel, e o agente
terapéutico administrado ao sujeito é insulina.

[00251] De acordo com uma modalidade deste aspecto da inven-
cao, o sujeito com diabetes tem diabetes tipo 1 (também chamado di-
abetes juvenil). Em outra modalidade, o sujeito tem diabetes tipo 2. Em
outra modalidade, o sujeito tem diabetes monogénica (MODY, maturity
onset diabetes of the young).

[00252] A capsula pode ser implantada cirurgicamente nos sujeitos.
Em uma modalidade, a capsula é implantada utilizando técnicas cirar-
gicas minimamente invasivas, tais como a laparoscopia. A capsula po-
de ser implantada percutaneamente, subcutaneamente, intraperitone-
almente, intratoricamente, intramuscularmente, intra-articularmente,
intraocularmente ou intracerebralmente, dependendo do agente tera-
péutico a ser administrado, da condicdo a ser tratada e do tecido ou
6rgao visados para administracao.

[00253] Sujeitos que podem ser tratados com a capsula de acordo
com a presente invencgao incluem mamiferos (por exemplo, um huma-
no, cavalo, porco, coelho, cao, ovelha, cabra, primata nao humano,
vaca, gato, porquinho da india ou roedor), peixes, aves, répteis e anfi-
bios. O termo ndo denota uma determinada idade ou sexo. Assim, su-
jeitos adultos e recém-nascidos, bem como fetos, do sexo masculino
ou feminino, devem ser abrangidos. Em algumas modalidades, o sujei-
to é afligido por uma doenca ou disturbio. O termo "sujeito” inclui sujei-
tos humanos e veterinarios.

[00254] Outro aspecto da presente invencao refere-se a superficies

revestidas com os polimeros, redes poliméricas e hidrogéis descritos
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neste documento. Os polimeros, redes poliméricas e hidrogéis podem
ser vantajosamente utilizados para revestir superficies de uma varie-
dade de dispositivos incluindo, por exemplo, dispositivos médicos para
fornecer superficies biocompativeis, nao fibréticas e nao incrustantes.
Por conseguinte, noutro aspecto, a invencao fornece dispositivos e
materiais que tém uma superficie (isto é, uma ou mais superficies) a
qual foram aplicados (por exemplo, revestidos, covalentemente aco-
plados, ionicamente associados, hidrofobicamente associados) um ou
mais polimeros, redes poliméricas, ou hidrogéis da invencao. Disposi-
tivos e carreadores representativos que podem ser vantajosamente
tratados ou revestidos com os polimeros e redes poliméricas descritos
neste documento incluem: particulas (por exemplo, nanoparticulas),
tendo uma superficie tratada com, modificada para incluir, ou incorpo-
rando os polimeros ou redes poliméricas descritos neste documento;
um carreador de drogas, tendo uma superficie tratada com, modificada
para incluir ou incorporando os polimeros ou redes poliméricas descri-
tos neste documento; um sistema de entrega de gene nao-viral tendo
uma superficie tratada com, modificada para incluir, ou incorporando
0s polimeros ou redes poliméricas descritos neste documento; um bi-
ossensor tendo uma superficie tratada com, modificada para incluir, ou
incorporando os polimeros ou redes poliméricas descritos neste do-
cumento; dispositivos para bioprocessos ou biosseparagdes, tais como
membranas para suspensdao microbiana, separacdo de horménios,
fracionamento de proteinas, separacdo de células, tratamento de
aguas residuais, biorreatores de oligossacarideos, ultrafiltracao de pro-
teinas e processamento de produtos lacteos tendo uma superficie tra-
tada com, modificada para incluir, ou incorporando as redes poliméri-
cas ou polimeros descritos neste documento; sensor implantavel tendo
uma superficie tratada com, modificada para incluir, ou incorporando

0s polimeros ou redes poliméricas descritos neste documento; sensor

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 69/173



66/117

subcutaneo tendo uma superficie tratada com, modificada para incluir,
ou incorporando os polimeros ou redes poliméricas descritos neste
documento; um implante, como um implante mamario, implante cocle-
ar e implante dentéario, tendo uma superficie tratada com, modificada
para incluir, ou incorporando as redes poliméricas ou polimeros descri-
tos neste documento; um andaime de tecido tendo uma superficie tra-
tada com, modificada para incluir, ou incorporando 0s polimeros ou
redes poliméricas descritos neste documento; dispositivos médicos
implantaveis ativos, tais como uma articulagéo artificial, valvula cardia-
ca artificial, vasos sanguineos artificiais, marca-passo, dispositivo de
assisténcia ventricular (LVAD), enxerto de artéria e stent tendo uma
superficie tratada com, modificada para incluir ou incorporando o poli-
meros ou redes poliméricas descritos neste documento; e dispositivos
médicos, tais como um tubo de drenagem do ouvido, tubo de alimen-
tacdo, tubo de drenagem de glaucoma, shunt cerebral, ceratoprétese,
tubo de orientacao neural, cateter urinario, adesivo de tecido e guia de
raio-x, tendo uma superficie tratada com, modificada para incluir, ou
incorporando os polimeros ou rede polimérica descritos neste docu-
mento.

[00255] As capsulas, produtos, dispositivos e superficies feitos de
ou revestidos com os polimeros ou rede polimérica como descritos
neste documento podem permanecer substancialmente isentos de
efeitos fibréticos, ou podem continuar a exibir uma resposta de corpo
estranho reduzida, por 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas 5 semanas
6 semanas 7 semanas 8 semanas 9 semanas 10 semanas 2 meses 3
meses 4 meses 5 meses 6 meses 7 meses 8 meses 9 meses 10 me-
ses 11 meses 1 ano, 2 anos ou mais apds a administragdo ou implan-
tacdo em um sujeito.

Métodos de Sintese

[00256] OQutro aspecto da presente invencao refere-se a métodos
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de preparacao dos mondémeros e polimeros como descritos neste do-
cumento.

[00257] Consequentemente, os polimeros compreendendo um ou
mais monémeros de Férmula (I) podem ser preparados de acordo com

os Esquemas 1-2 delineados abaixo.

Esquema 1

A—OM 4 Hx/%cz/ﬁgv/%z — A_X/%Q%Y/%z
1 2 1

M é metal

[00258] A reacédo entre o sal de sacarideo (1) e o composto (2) leva
a formacao dos polimeros de sacarideos compreendendo um ou mais

mondmeros modificados covalentemente de Férmula (I).

Esquema 2

R LG—éCH;}—T
/ ]
HoN CH, N ——» PG'—NH—1-CH, N
my \
3 R?

m N\ zlezOuZPG2

1

R R?
o B

— PG—NH—éCHZ N—éCH2>—Z1 — H2N—€CH2-)—N—€CH2)—Z
| m3 m2| m3
R R?

my
2

6 2a
[00259] A amina (3} pode ser protegida usando um grupo protetor
adequado. O acoplamento da amina protegida (4) com o composio (5)
leva a formacdo do composto (8). A reacdo de acoplamento pode ser
reglizada em uma variedade de solventes, por exemplo em acetonitri-
la, metanol, etanol, cloreioc de melileno (CH:Cl), itstra-hidrofurano
{THF), dimetilformamida (DMF), ou outros solventes deste tipo ou em
mistura destes solventes. Durante o processo de acoplamento, 0s &ci-
dos carboxilicos ndo participantes no composio 5 podem ser protegi-

dos por um grupo protetor adequado gque possa ser removido seleti-
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vamenie mais tarde, caso desejado. Uma descricio detalhada desles
grupos & a sua selegido e quimica estéo contidos em "The Peptides,
Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds., Academic Press, Nova lorgue,
1981, que é incorporado neste documento por referéncia em sua tota-
lidade. Assim, grupos proletores uleis para o grupo amino séo benzi-
loxicarbonil {Cbz), t-butiloxicarbonil (I-BOC), 2,2,2-tricloroetoxicarbonil
{Troc), t-amiloxicarbonila, 4-metoxibenziloxicarbonila, 2- (triclorossi-
lihetoxicarbonila, 9-fluoreniimetoxicarbonila (Fmoc), flaloila, acetil (Ac),
formila, trifluoroacetila e similares. A remocdo dos grupos protetores
leva a formacéo do composto (2a).

[00260] Outro aspecto da presente invencao refere-se a métodos
para sintetizar monémeros de Férmula (lll). Estes monémeros podem

ser preparados de acordo com os Esquemas 3-5 descritos abaixo.

Esquema 3

o

Br\)l\ PG 5
/H\ /R5 NaN R® (5a) o™ T o
Hal N 3 N /H\N/ /ea\ ~
™o\ owso Y N — NS m N g Fe
6 ° Re  Acetonitrila |
R RE o O

7 8

o) ( e
Q\Nm N\ Qe

10 \ NN
(10) N—N \
. TFA N—N
CuSO;,, )m Resina de troca ibnica )
o 5
ascorbato de sédio Ms
RS—N—R?® ®
RS—N—=RS
© 0
O e
o]

11 IIIa"

[00261] A reacdo entre o composto (7) e a azida de sodio conduz a
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formacao da azida (8). A reacdo pode ser realizada em uma variedade
de solventes, por exemplo em dimetilssulféxido (DMSCO), metanol, eta-
nol, dimetiformamida (DMF), ou outros destas solventes ou em mistu-
ra destes solventes. A reagao entre a azida (8) e 0 composto (5a) leva
a formacao do composio (8). A reacdo pode ser realizada em uma va-
riedade de solventes, por exemplo em acetonitrila, metanol, etanol,
cloreto de metileno (CH:Cly), tetra-hidrofurano {THF), dimetilformamida
{DMF), ou outros solventes deste tipo ou em mistura desies solventes.
Durante esle processo, 0s acidos carboxilicos ndo participantes no
composto 5a podem ser protegidos por um grupo protetor adequado
que possa ser removido seletivamente mais tarde, caso desejado.
Uma descricdo detalhada destes grupos e a sua selecdo e quimica
estao contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds.,
Academic Press, Nova lorgue, 1981, que é incorporado neste docu-
mento por referéncia em sua totalidade. Assim, grupos protetores Gleis
para o grupo aming sdo benziloxicarbonil (Cbz), t-buliioxicarbonil (i-
BOC), 2.22-triclorostoxicarbonil  (Troc), t-amiloxicarbonila, 4-
metoxibenziloxicarbonila, 2-(triclorossilifjetoxicarbonila, 9-
fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc), flaloila, acstila (Ac), formila, trifluoroa-
cetila e similares.

[00262] A reacdo entre azida (9) e alcino (10) leva a formacao de
triazol (11). A reacao pode ser realizada em uma variedade de solven-
tes, por exemplo em dimetilssulfoxido (DMSQO), metanol, etanol, dime-
tiformamida {(DMF), ou outros destes solventes ou em mistura destes
solventes. A remocdo dos grupos protetores leva a formacao do com-
posto (Ha”).
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(o)
[00263] A reacdo enitre a azida (8) e alcino (18) leva a formacéo do
triazol (12}). A reacdo pode ser realizada em uma variedade de solven-
tes, por exemplo em acetonitriia, metanol, etanol, cloreto de metileno
{CH2Clo), tetra-hidrofurano (THF), dimetilformamida (DMF), ou outros
solventes deste tipo ou em mistura destes solventes. A reacdo entre a
azida (12) e o composto (5b) leva a formacio do mondmero (Hibh. A
reacao pode ser realizada em uma variedade de solvenias, por exem-
plo em acetonitrila, metanol, etanol, cloreto de metileno (CH:Cl), tetra-
hidrofurano (THF), dimetilfformamida (DMF), ou outros solventes deste

tipo ou em misiura destes solvenies.

Esquema 5

0
— Q Ns
M4 \\ OPG® (15)
o m4\\ base NH mg
+ H.N
13 14 \ 10

Hal
OoPG?
Mg
0

’I\‘
—=N N
N=" N
@
4

R

\ \

16 17

TFA

©

o)
NG =N o
/@
\ 3
(Ic)
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[00264] O alcino {10) pode ser preparado fazendo reagir o compos-
to (13) com alcing (14) na presenca de uma base. Esta reacac pode
ser realizada em uma variedade de solventes, por exemplo em aceto-
nitrita, metanol, etanol, cloreto de metileno (CH2CIR), tetra-hidrofurano
(THF), dimetilformamida (DMF), ou outros solvenias deste tipo ou em
mistura destes solvenies. A reacao entre ¢ alcino (10} e a azida (15)
leva a formacdo do triazol (16). Durante este processo, 0s acidos car-
boxilicos nao participantes no composto %a podem ser protegidos por
um grupo protetor adequado gque possa ser removido seletivamente
mais tarde, caso desejado. Uma descricao detalhada destes grupos e
a sua selecdo e guimica estdo contidos em "The Peptides, Vol. 3,
Gross e Meinenhofer, Eds., Academic Press, Nova lorgue, 1881, que é
incorporado neste documento por referéncia em sua totalidade. Assim,
grupos protefores Gleis para o grupo amino s&o benziloxicarbonil
{Chz), t-butiloxicarbonil (I-BOQC), 2,2,2-triclorostoxicarbonil (Troc), -
amioxicarbonila, d-metoxibenziloxicarbonila, a- {triclorossi-
liNetoxicarbonila, 9-fluoreniimetoxicarbonila (Fmoc), ftaloila, acetil (Ac),
formila, trifluoroacetila e similares. A reacio pode ser realizada em
uma variedade de solventes, por exemplo em aceloniiriia, metanal,
etanol, cloreto de metileno (CHxClz), tetra-hidrofurano (THF), dimetil-
formamida (DMF), ou outros solventes deste tipo ou em mistura destes
solventes. Durante este processo, 0s acidos carboxilicos ndo partici-
partes no composto 15 podem ser protegidos por um grupo protetor
adequado que possa ser removido seletivamente mais tarde, caso de-
sejado. Uma descricdo detalhada destes grupos e a sua selecdo e
quimica estdo contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenho-
fer, Eds., Academic Prass, Nova lorque, 1981, que é incorporado nes-
te documento por referéncia em sua totalidade. Assim, grupos proteto-
res Uleis para © grupo amino sao benziloxicarbonil (Cbz), -

butifoxicarbonil  (-BOC), 2,2, 2-tricloroetoxicarbonit (Troc),  t-
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amiloxicarbonila, 4-metoxibenziloxicarbonila, 2- {triclorossi-
lihetoxicarbonila, 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), ftaloila, acetil (Ac),
formila, trifluoroacelil e similares. A azida {12} pode ser alguilada com
haleto de alquil (R*Hal) para formar o composto (17). A reacdo pode
ser realizada em uma variedade de solventes, por exemplo em aceto-
nitrila, metanol, etanol, cloreto de metileno (CH:ClL), tetra-hidrofurano
{(THF), dimetilformamida (DMF), ou cutros solventes deste tipo cu em
mistura destes solvenias. A remocao dos grupos de prolecao leva a
formagao doe monbmero (llich,

[00265] Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo para a

preparacao de um monémero de Férmula (ll1a’):

/e?\ | Oe
o) / N ms N@ Mg
my I |
NH N;N R o)

\ (lla’),

[00266] em que

[00267] msé 1 a50;

[00268] msé0ai0;

[00269] meé 1 a50;

[00270] R°®é Cy-20 alquila; e
[00271] R®é Cy-x alquila.
[00272] Este processo inclui:

[00273] fornecer um composto de Formula (V):
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PG (V),
[00274] em que
[00275] PG é um grupo de protecao adequado; e
[00276] formar o mondémero de Férmula (llla') a partir do composto
de Férmula (V).
[00277] Qualquer grupo de protecdo adequado (PG) pode ser usa-
do. Uma descricao detalhada destes grupos e a sua selecdo e quimica
estdo contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds.,
Academic Press, Nova lorque, 1981, que é incorporado neste docu-
mento por referéncia em sua totalidade.
[00278] Em uma modalidade, o PG é selecionado do grupo consis-
tindo de t-butiloxicarbonil (t-BOC), 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc),
benziloxicarbonil (Cbz), 2,2,2-tricloroetoxicarbonil (Troc), t-
amiloxicarbonila, 4-metoxibenziloxicarbonila, 2-(triclorossilil)-
etoxicarbonila, ftaloila, acetil (Ac), formil e trifluoroacetila.
[00279] Uma modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um mondémero de Formula (llla'), em que a referida formulacao
do monbémero de Formula (llla") compreende a reacdao do composto de
Formula (V) com um agente de remocéo do grupo protetor adequado.

[00280] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
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cao de um monémero de Férmula (llla') que inclui adicionalmente:

[00281] fornecer um composto de Formula (VI):

T
0
Na/ﬁm\fs TW Npo
RO O
[00282] e

[00283] formar o composto de Férmula (V) a partir do composto de
Formula (VI).

[00284] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Férmula (llla"), em que a referida formu-
lacdo do composto de Formula (V) compreende a reacdo do composto

de Férmula (V1) com o composto de Férmula (VII):

%um\

[00285] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (V).

[00286] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um monémero de Férmula (llla') que inclui adicionalmente:

[00287] fornecer um composto de Formula (VIII):

/H\/

® (v
[00288] e
[00289] formar o composto de Férmula (V1) a partir do composto de
Férmula (V).
[00290] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-

paracdao de um monémero de Férmula (llla"), em que a referida formu-
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lacdo do composto de Férmula (V1) compreende a reacdo do compos-
to de Férmula (VIIl) com o composto de Férmula (IX):
0

Hal \M)LO/ PG
Mo (IX),

[00291] em que Hal é halogénio,

[00292] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (VI).

[00293] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um mondémero de Formula (llla’) que inclui adicional-
mente:

[00294] fornecer um composto de Formula (X):

5
Hal/ﬁmS\N\/R

R® (X)
[00295] e
[00296] formar o composto de Férmula (VIIl) a partir do composto
de Férmula (X).
[00297] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Férmula (llla'), em que a referida forma-
cao do composto de Formula (VIII) compreende a reagcdo do composto
de Formula (X) com azida de metal (MNs), em que M & qualquer metal
adequado, sob condi¢cbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (VIII).
[00298] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um mondémero de Formula (llla’) que inclui adicional-
mente:

[00299] fornecer um composto de Formula (XI):
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Hal (X1)
[00300] e
[00301] formar o composto de Férmula (VII) a partir do composto de
Formula (XI).
[00302] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Férmula (llla"), em que a referida formu-
lacdo do composto de Férmula (VIlI) compreende a reagcdo do compos-

to de Férmula (XI) com o composto de Férmula (XII):

HzNﬁr;\\ (XIN)

[00303] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (VII).
[00304] Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo para a

preparacao de um monémero de Férmula (111b'):

\ (llbY),

[00305] em que

[00306] msé 1 a50;

[00307] msé0a10;

[00308] meé 1 a50;

[00309] R°®é Cy-z alquila; e
[00310] R®é Cy-2 alquila.
[00311]  Este processo inclui:

[00312] fornecer um composto de Formula (XIII):
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\ (XN, e

[00313] formar o monémero de Férmula (lllb') a partir do composto
de Férmula (XIII).

[00314] Uma modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um mondmero de Férmula (llIb"), em que a referida formacéao
do monbémero de Formula (lllb') compreende a reacdao do composto de

Formula (XI1l) com um composto de Férmula (XIV):

Q &)
A0

O (XIV),
[00315] sob condicbes eficazes para produzir o monémero de For-
mula (lllb').
[00316] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um monémero de Férmula (lllb') que inclui adicionalmente:

[00317] fornecer um composto de Formula (XV):

N3/H\N/R5
AN

R® (XV)
[00318] e
[00319] formar o composto de Férmula (XIll) a partir do composto
de Férmula (XV).
[00320] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Férmula (llIb"), em que a referida formu-
lagdo do composto de Férmula (XIIl) compreende a reagdao do com-

posto de Férmula (XV) com o composto de Férmula (VII):
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\ (VII)

[00321] sob condicbes eficazes para produzir o composto de Foér-
mula (XII).

[00322] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um mondémero de Formula (lllb') que inclui adicional-
mente:

[00323] fornecer um composto de Formula (XI):

Hal (X1)
[00324] e
[00325] formar o composto de Férmula (VII) a partir do composto de
Formula (XI).
[00326] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Férmula (llIb"), em que a referida formu-
lacdo do composto de Férmula (VIlI) compreende a reagcdo do compos-

to de Férmula (XI) com o composto de Férmula (XII):

HzNﬁr;\\ (XI)

[00327] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (VII).
[00328] Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo para a

preparacao de um monémero de Férmula (llic'):
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(lc"),
[00329] em que

[00330] msé 1 a50;

[00331] meé 1 a50;

[00332] R*é Ci-20 alquila;

[00333] Este processo inclui:

[00334] fornecer um composto de Formula (XVI):

OPG3
Mg
3\ (XVI),

[00335] emque

[00336] PG é um grupo de protecao adequado; e

[00337] formar o mondémero de Formula (llic') a partir do composto
de Férmula (XVI).

[00338] Qualquer grupo de protecao adequado (PG) pode ser usa-
do. Uma dascrigdo detalhada destes grupos e a sua selegdo e quimica
estédo contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds.,
Academic Press, Nova lorque, 1981, que é incorporado neste docu-
mento por referéncia em sua totalidade.

[00339] Em uma modalidade, o PG é selecionado do grupo consis-
tindo em t-butiloxicarbonila (I-BOC), S-flucreniimetoxicarbonila (Fmoc),
benziloxicarbonila (Cbz), 2.,2.2-tricloroetoxicarbonila (Troc),  t-
amiloxicarbonila, 4- metoxibenziloxicarbonila, 2-  {iriclorossi-

lihetoxicarbonila, ftaloila, acetila (Ac), formila e trifluoroacetila.
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[00340] Uma modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um mondémero de Férmula (llic'), em que a referida formulacéao
do monémero de Férmula (llic'y compreende a reacdo do composto de
Formula (XVI) com um agente de remocao do grupo protetor adequa-
do.

[00341] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um monémero de Férmula (llic') que inclui adicionalmente:

[00342] fornecer um composto de Formula (XVII):

OPG3
0 V4 N/%(
N |

NH NéN 0]

\ (XVII)

[00343] e

[00344] formar o composto de Férmula (XVI) a partir do composto
de Férmula (XVII).

[00345] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Foérmula (llic'), em que a referida formu-
lacdo do composto de Férmula (XVI) compreende a reacdo do com-

posto de Férmula (XVIl) com o composto de Férmula (XVIII):

R*Hal (xvi,
[00346] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (XVI).
[00347] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um monémero de Férmula (llic') que inclui adicionalmente:

[00348] fornecer um composto de Formula (VII):
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\\ (VII)
[00349] e

[00350] formar o composto de Férmula (XVII) a partir do composto
de Férmula (VII).
[00351] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Foérmula (llic'), em que a referida formu-
lagdo do composto de Formula (XVII) compreende a reagdo do com-
posto de Férmula (VII) com o composto de Férmula (XIX):

0

N3
\(a/ﬂ\\ope3

Me (XIX),
[00352] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (XVII).
[00353] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um mondémero de Férmula (llic’) que inclui adicional-
mente:

[00354] fornecer um composto de Formula (XI):

Hal (X1)
[00355] e
[00356] formar o composto de Férmula (VII) a partir do composto de
Formula (XI).
[00357] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-
paracdao de um monémero de Foérmula (llic'), em que a referida formu-

lacdo do composto de Férmula (VIlI) compreende a reagcdo do compos-
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to de Férmula (XI) com o composto de Férmula (XII):

HzNﬁr;\\ (XIN)

[00358] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
mula (VII).
[00359] Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo para a

preparacao de um composto de Formula (XXa):
R 0

PoN7o N P

H2N my N m, S

R © (XXa),
[00360] em que
[00361] mié1ab0;
[00362] m:2é1a10;
[00363] Rié Cizoalquila; e
[00364] R:é Ci20 alquila.
[00365] Este processo inclui:

[00366] fornecer um composto de Formula (XXI):

R 0
e
Ra © (XXI),

[00367] em que

[00368] PG é um grupo de protecao adequado; e

[00369] formar o composto de Férmula (XXa) a partir do composto
de Férmula (XXI).

[00370] Qualquer grupo de protecao adequado (PG) pode ser usa-
do. Uma descricdo detalhada destes grupos e a sua selecdo e gquimica
estdo contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds.,

Academic Press, Nova lorgue, 1981, que é incorporado neste docu-
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mento por referéncia em sua totalidade.

[00371] Em uma modalidade, o PG é selecionado do grupo consis-

tindo em t-butiloxicarbonila (1-BOC), g-fluoreniimetoxicarbonila {(Fmoc),

benziloxicarbonila  (Cbz), 2,2,2-fricloroetoxicarbonila (Troc), -

amiloxicarbonila, 4- meloxibenziloxicarbonila, 2-  {lriclorossi-

lihetoxicarbonila, ftaloila, acstila (Acg), formila e trifluoroacetila.

[00372] Uma modalidade refere-se a um processo para preparacao

de um composto de Foérmula (XXa), em que a referida formacéao do

composto de Férmula (XXa) compreende a reacdo do composto de

Formula (XXI) com um agente de remocao de grupo de protecédo ade-

quado.

[00373] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-

cao de um composto de Férmula (XXa) que inclui ainda:

[00374] fornecer um composto de Formula (XXII):
PG_N/HET/W

R2 (XXI)

[00375] e

[00376] formar o composto de Formula (XXI) a partir do composto

de Férmula (XXII).

[00377] Uma outra modalidade refere-se a um processo para a pre-

paracao de um composto de Férmula (XXa), em que a referida forma-

cao do composto de Férmula (XXI) compreende a reacdo do composto

de Férmula (XXII) com o composto de Férmula (XXIII):

o]

A
)mz (XX,

[00378] sob condicbes eficazes para produzir o composto de For-
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mula (XXI).
[00379] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um composto de Formula (XXa) que inclui ainda:

[00380] fornecer um composto de Formula (XXIV):

HZN/HET/F“
R2 (XXIV)

[00381] e
[00382] formar o composto de Férmula (XXIl) a partir do composto
de Férmula (XXIV).
[00383] Uma outra modalidade refere-se a um processo para prepa-
racdo de um composto de Férmula (XXa), em que a referida formacao
do composto de Férmula (XXII) compreende a reacdo do composto de
Formula (XXIV) com um agente de introducdo de grupo protetor ade-
quado, sob condicbes eficazes para produzir o composto de Férmula
(XXI1).
[00384] Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo para a

preparacao de um composto de Formula (XXb):
AN °®

Ro © (XXb),
[00385] em que
[00386] mié1a50;
[00387] m2é1a10;
[00388] Ri1é Ci2 alquila;
[00389] R:é Ci2 alquila.
[00390] Este processo inclui:

[00391] fornecer um composto de Formula (XXV):
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Ro © (XXV),
[00392] em que
[00393] PG é um grupo de protegdo adequado;
[00394] Ra4é Ci-g alquila, e
[00395] formar o composto de Férmula (XXb) a partir do composto
de Férmula (XXV).
[00396] Qualquer grupo de protecdo adequado (PG*) pode ser usa-
do. Uma descrigdo detalhada destes grupos e a sua sele¢do e quimica
estéo contidos em "The Peptides, Vol. 3", Gross e Meinenhofer, Eds.,
Academic Press, Nova lorgue, 1981, que é incorporado neste docu-
mento por referéncia em sua totalidade.
[00397] Em uma modalidade, o PG’ é selecionado do grupo consis-
tindo em t-butiloxicarbonila (I-BOC), S-fluoreniimetoxicarbonila (Fmoc),
benziloxicarbonila  (Cbz), 2.,2.2-tricloroetoxicarbonila {Troc), -
amioxicarbonila, 4- metoxibenziioxicarbonila, 2-  {triclorossi-
lihetoxicarbonila, flaloila, acetila (Ac), formila e trifluoroacetila.
[00398] Outra modalidade refere-se a um processo para preparacao
de um composto de Foérmula (XXb), em que a referida formacéao do
composto de Férmula (XXb) compreende a reacdo do composto de
Formula (XXV) com um agente de remocdo de grupo de protecao
adequado.
[00399] Outra modalidade refere-se a um processo para a prepara-
cao de um composto de Férmula (XXb) que inclui ainda:

[00400] fornecer um composto de Formula (XXII):
R

PG—N/Hr}N/
o

R2 (XXI)
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[00401] e
[00402] formar o composto de Formula (XXV) a partir do composto
de Férmula (XXII).
[00403] Outra modalidade refere-se a um processo para preparacao
de um composto de Foérmula (XXb), em que a referida formacéao do
composto de Férmula (XXV) compreende a reacdo do composto de
Formula (XXI) com um composto de Férmula (XXVI):

OR,4

z m,

O (XXVI),
[00404] em que Z é halogénio.
[00405] Ainda outra modalidade refere-se a um processo para a
preparacao de um composto de Formula (XXb) que inclui ainda:

[00406] fornecer um composto de Formula (XXIV):

HZN/HET/F“
R2 (XXIV)

[00407] e
[00408] formar o composto de Férmula (XXIl) a partir do composto
de Férmula (XXIV).
[00409] Uma outra modalidade refere-se a um processo para prepa-
racdo de um composto de Férmula (XXb), em que a referida formacao
do composto de Férmula (XXII) compreende a reacdo do composto de
Formula (XXIV) com um agente de introducdo de grupo protetor ade-
quado, sob condicbes eficazes para produzir o composto de Férmula
(XXI1).
EXEMPLOS
Materiais para os Exemplos 1-6
[00410] Dicarbonato de di-terc-buitila, trietilamina, N,N-

dimetiletilenodiamina, cloreto de béario, sulfato de magnésio, hexa-
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hidrato de cloreto de magnésio, tampao HEPES, éter dietilico, alcool
etilico, acetonitrila e diclorometano (DCM) foram obtidos da Sigma-
Aldrich. 2-Cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (CDMT), N-metilmorfolina
(NMM), 1,3-propanosultona, e acido trifluoroacético (TFA) foram adqui-
ridos de Alfa Aesar. Todos os alginatos de sddio, incluindo VLVG
(>60% G, 25 kDa MW), SLG20 (>60% G, 75-220 kDa MW), e SLG100
(>60% G, 200-300 kDa MW), foram adquiridos da FMC BioPolymer
Co. (Filadélfia, PA). A silica funcionalizada com grupos ciano foi adqui-
rida da SiliCycle.

[00411] Camundongos C57BL/6 machos imunocompetentes foram
obtidos de Jackson Lab e ratos Sprague-Dawley foram obtidos de
Charles River Laboratories. Todos os procedimentos com animais fo-
ram aprovados pelo Cornell Institutional Animal Care and Use Commit-
tee

Exemplo 1 - Sintese de Conjugados de Alginato Baseados em
Carboxibetaina e Baseados em Sulfobetaina Zwitteridnicos
[00412] Adicionou-se dicarbonato de di-terc-butila (10,0 g, 45,8
mmol) e trietilamina (12,8 mL, 91,6 mmol) gota a gota durante 0,5 hora
a uma solugcao de N, N-dimetiletilenodiamina (4,04 g, 45,8 mmol) em
alcool etilico (150 mL ) a 0°C. A mistura foi agitada durante 1 hora a
0C e depois durante 18 horas a temperatura ambiente. O precipitado
branco foi separado por filtracdo e o filtrado foi evaporado para se ob-
ter um residuo. O residuo foi dissolvido em diclorometano (150 mL) e a
solucdo foi lavada sucessivamente com agua. A camada organica foi
seca sobre sulfato de magnésio anidro e evaporada para se obter N,N-
dimetil-2-((pivaloiloxi)amino)etan-1-amina.

Exemplo 2 - Sintese de Material de Sulfobetaina-NH-

{

1 H 2S< H le QP
%o‘NWN’% 0 NS TRADCM
| Acetonitrila I 6 I
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HZN/\/'{'Ga\/\/(:S):‘oe

[00413] Adicionou-se N,N-dimetil-2-((pivaloiloxi)amino)etan-1-amina
(40,0 mmol), 1,3-propanossulfona (4,9 g, 40,0 mmol) e acetonitrila
(150 mL) num frasco de fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agita-
da sob atmosfera de nitrogénio durante 48 horas a 40C. Apoés a rea-
cao, o solvente foi removido por evaporador rotativo. O produto foi
precipitado por éter dietilico anidro e lavado com éter dietilico anidro
para se obter p6 branco. Finalmente, 10,0 g do produto obtido foi tra-
tado com uma mistura de 20 mL de acido trifluoroacético (TFA) e 20
mL de diclorometano durante a noite a temperatura ambiente, concen-
trado com evaporador rotativo, precipitado em éter dietilico anidro para
obter um pé branco (material de sulfobetaina-NHz). "H RMN (D20, 400
MHz): & 3,70 (t, 2H), 3,54 (m, 4H), 3,20 (s, 6H), 2,97 (i, 2H), 2,24 (m,
2H).

Exemplo 3 - Sintese de Material de Carboxilbetaina-NH-

(o)
i H Blr\)LOJ< i N le.__o
>HLO. \/\I}l/ - " 5 o’ \/\'il/\n/ \K
(0]

Acetonitrila

TFA/DCM |© ©
- HZN\/\T/\IC];O
[00414]  Adicionou-se N,N-dimetil-2-((pivaloiloxi)amino)etan-1-amina
(40,0 mmol), bromoacetato de terc-butila (40,0 mmol), e acetonitrila
(150 mL) num frasco de fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agita-
da sob atmosfera de nitrogénio durante 48 horas a 40C. Apoés a rea-
cao, o solvente foi removido por evaporador rotativo. O produto foi
precipitado por éter dietilico anidro e lavado com éter dietilico anidro
para se obter p6 branco. Finalmente, 10,0 g do produto obtido foi tra-
tado com uma mistura de 40 mL de &cido trifluoroacético (TFA) e 40

mL de diclorometano durante a noite a temperatura ambiente, concen-
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trado com evaporador rotativo, precipitado em éter dietilico anidro para
obter um pd branco (material de carboxibetaina-NHz). '"H RMN (D20,
400 MHz): 8 4,31 (s, 2H), 3,99 (m, 2H), 3,55 (m, 2H), 3,36 (s, 6H).
Exemplo 4 - Conjugacao de Alginato Baseado em Sulfobetaina e
Carboxilbetaina

[00415] O alginato VLVG (0,5 g) foi dissolvido nos 40 ml de solvente
de mistura (30 ml de agua DI e 10 ml de acetonitrila). Foram adiciona-
dos 2-cloro-4,6-dimetdxi-1,3,5-triazina  (CDMT) (225 mg) e N-
metilmorfolina (NMM) (280 pl). Em seguida, 0,84 g de material de sul-
fobetaina-NHz foram dissolvidos em 10 ml de agua DI e adicionados a
mistura. A reagao foi agitada durante a noite a 55° C. O solvente foi
removido sob pressao reduzida e o produto sélido foi redissolvido em
agua DI. A solucéo foi filtrada através de uma almofada de silica funci-
onalizada com grupos ciano. Esta foi entdo dialisada contra uma
membrana de 10000 MWCO em agua DI durante trés dias. Finalmen-
te, a agua foi removida sob pressao reduzida para se obter alginato
modificado com sulfobetaina. O alginato modificado com carboxibetai-
na foi sintetizado utilizando-se procedimento semelhante ao do algina-
to modificado com sulfobetaina.

Exemplo 5 - Preparacao das Microcapsulas de Alginato Baseadas
em Sulfobetaina Zwitteridnica

[00416] Para preparar solugao de alginato, dissolveu-se alginato a
2% (p/v) (VLVG, SLG20 ou SLG100) em solucédo de NaCl a 0,8% (p/v).
Dissolveu-se conjugado de alginato baseado em sulfobetaina a 2%
(p/v) em solucao de NaCl a 0,8% (p/v). A mistura de 80% (em volume)
de conjugado de alginato baseado em sulfobetaina e 20% (em volu-
me) deSLG100 foram misturados para se obter a solucdo de sulfobeta-
ina-alginato (ou SA).

[00417] Todos os tampbes foram esterilizados antes do uso e as

solucbes de alginato foram esterilizadas por filtragcdo através de um
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filtro de 0,2 ym. Microcapsulas de hidrogel de alginato foram prepara-
das por meio do método de eletropulverizacdo. Resumidamente, um
gerador de energia de alta tensao foi conectado a uma agulha de pon-
ta romba. Esta agulha foi ligada a uma seringa de 3 ml que foi presa a
uma bomba de seringa que estava orientada verticalmente. A bomba
de seringa bombeou a solucdo de alginato para um prato estéril, ater-
rado, contendo uma solucao de cloreto de bario de 20 mM. Depois das
microcapsulas de alginato terem sido formadas, foram recolhidas e
depois lavadas com tampao preparado (NaCl 15,43 g, KCI 0,70 g,
MgCl2+6H20 0,49 g, 50 ml de solucédo tampao HEPES (1 M) em 2 L de
agua DI) 3 vezes. As capsulas de alginato foram deixadas durante a
noite a 4° C. As capsulas foram finalmente lavadas 2 vezes em solu-
¢ao salina a 0,8% e mantidas a 4°C antes da utiliz acao.

Exemplo 6 - Implantacao das Microcapsulas de Alginato

[00418] Os camundongos foram anestesiados com 3% de isoflura-
no em oxigénio e mantidos a mesma taxa durante todo o procedimen-
to. O abdémen dos camundongos foi raspado e alternadamente lavado
com betadina e alcool isopropilico para criar um campo estéril antes de
serem transferidos para o campo cirurgico. Uma incisao de 70,5 mm
foi feita ao longo da linha média do abdémen e o peritbnio foi exposto
utilizando-se dissecc¢ao romba. O peritbnio foi entdo agarrado com for-
ceps e uma incisao de 0,5 a 1 mm foi feita ao longo da linha alba. Um
volume de ~300 pl de microcapsulas foi entdo carregado em uma pipe-
ta estéril e implantado na cavidade peritoneal através da inciséao.
[00419] As imagens de contraste de fase das microcapsulas foram
realizadas usando um sistema de imagem EVOS AMF4300.
Resultados e discussao dos Exemplos 1-6

[00420] Entre os grupos zwitteribnicos, a sulfobetaina e a carboxi-
betaina foram escolhidas como exemplos. Demonstrou-se anterior-

mente que estes materiais zwitteribnicos exibem excelentes proprie-

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 94/173



91/117

dades anti-incrustacdo (Zhang et al., "Superlow Fouling Sulfobetaine
and Carboxybetaine Polymers on Glass Slides," Langmuir
22(24):10072-10077 (2006), que é incorporado neste documento por
referéncia em sua totalidade). Os monémeros de sulfobetaina-NH: e
carboxibetaina-NHz2 foram sintetizados de acordo com o Esquema 6.
As estruturas dos mondémeros foram confirmadas por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e os deslocamentos quimicos dos prétons

correspondentes foram marcados nas Figuras 1A-B.

Esquema 6

(a) - )

L
2S5,

)(JOL JOL + HZN\/\N/ DCM/Trietilamina *LO.N\/\N/ 0 %o
0" 0" O |

| Acetonitrila

H 0@ AD |
.N ) ) TFA/DCM ® 1
a)l\o \/\l}l/\/\§ [ —— HZN/\/I\II\/\/(Isi\Oe
(o]

Monodémero de Sulfobetaina NH2

(b)

)( j)L i + HN ~ N DCM/Trietilamina
o 0" ©O I

o N _~ N
I Acetonitrila

H)OL H Br\)?~OJ<

o

H
le._o
%)LO'N\/\'}‘/\H/ \K
(o)

TFADCM ®. o®
H,N \/\l\ll/\n/
o

Monomero de Carboxibetaina NH2

[00421] Os monbmeros de sulfobetaina-NHz2 ecarboxibetaina-NHz
foram preparados utilizando-se N,N-dimetiletiienodiamina e ora (a)
propanossultona ou (b) bromoacetato de terc-butila.

[00422] Para modificar o alginato, baixo peso molecular (MW), algi-
nato VLVG foi usado como material de base. Utilizou-se 2-cloro-4, 6-
dimetéxi-1,3,5-triazina (CDMT) e N-metilmorfolina(NMM) como reagen-

tes de acoplamento para conjugar alginato com sulfobetaina-NHx por
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meio de uma reagao de acoplamento baseada em triazina, como mos-
trado na Figura 2A. O conjugado de alginato a base de sulfobetaina foi
caracterizado por espectro de 'H RMN (Figura 2B). O pico caracteristi-
co do segmento de sulfobetaina-NHz2 € como a seguir: o pico a 3,20
ppm € atribuido a seis prétons em dois grupos metil ligados a amina
quaternaria no grupo pendente de sulfobetaina. O resultado sugere
que a sulfobetaina-NH: foi conjugada com sucesso ao alginato. Cerca
de 30,5% de modificacdo do alginato inicial foi confirmada por analise
de dados de RMN. Preparou-se alginato a base de carboxietaina como
mostrado na Figura 3A. Para o alginato a base de carboxibetaina, o
pico caracteristico de 3,25 ppm na Figura 3B foi atribuido a seis pré-
tons em dois grupos metil ligados a amina quaternaria no grupo pen-
dente de carboxibetaina e o grau de modificacao € de cerca de 35,6%.
[00423] Uma vez que as microcapsulas de hidrogel foram extensi-
vamente utilizadas para encapsulamento celular, cultura e transplante,
as microcapsulas de conjugado de alginato baseado em sulfobetaina
foram fabricadas por eletropulverizagdo usando cloreto de bario como
agente de reticulacdo, embora possam ser utilizados outros ions poli-
valentes tais como Ca?*, Sr?*, que demonstraram anteriormente ter
estabilidade a longo prazo in vivo. A resposta de corpo estranho as
microcapsulas de SA foi avaliada no espaco intraperitoneal de camun-
dongos C57BL/6J 14 dias ap6s o implante, com o alginato SLG20 co-
mo controle.

[00424] A brancura nas superficies da microcapsula (Figura 4, linha
superior das imagens) indicou a deposicao fibrética e, portanto, a mi-
crocapsula de controle (SLG 20) induziu fibrose substancial. Em con-
traste, quase nao houve deposicao fibrética nas microcapsulas de
VLVG (SB-VLVG) modificadas com sulfobetaina (Figura 4, segunda
linha de imagens a partir do topo). Além disso, as microcapsulas de
SLG 20 modificadas com sulfobetaina (SB-SLG20) e modificadas com
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sulfobetaina SLG 100 (SB-SLG 100) também nao exibiram quase ne-
nhuma fibrose (Figura 4, terceira e quarta linhas de imagens a partir do
topo, respectivamente). Estes resultados sugerem que as microcapsu-
las de alginato modificadas por SB, independentemente dos tipos de
alginato, mitigaram a resposta de corpo estranho de forma eficaz e re-
produtivel.

[00425] Para investigar o efeito do alginato modificado com SB so-
bre as respostas de corpo estranho a longo prazo, as microcapsulas
de SB-SLG 20 foram implantadas no espaco intraperitoneal de ca-
mundongos C57BL/6J imunocompetentes e colhidas ap6s 100 dias. A
microscopia de contraste de fase de campo escuro de microcapsulas
de SLG 20 recuperadas mostrou deposicao fibrética extensa (Figura 5,
linha superior das imagens), enquanto as microesferas de SB-SLG20
mostraram um nivel muito mais baixo de deposicéao fibrotica (Figura 5,
linha inferior das imagens). Além disso, algumas das microcapsulas de
SLG 20 recuperadas estavam agregadas juntas, um sinal de fibrose
severa (Figura 5, linha superior, terceira imagem a partir da esquerda).
[00426] Para avaliar melhor o desempenho do alginato modificado
por SB, as microcapsulas de SB-SLG20 foram examinadas ap6s 180
dias de implantacdo em C57BL/6J. Como mostrado na Figura 6, as
microcapsulas de SB-SLG 20 apés a recuperacao estavam em grande
parte limpas de deposicao fibrética (Figura 6, duas linhas superiores
das imagens) enquanto havia substancial fibrose observada nas su-
perficies das microcapsulas de SLG 20 convencionais (Figura 6, duas
linhas inferiores das imagens). A Figura 7 mostra numerosas micro-
capsulas recuperadas em cada placa. A brancura nas superficies das
microcapsulas indicou a deposicao fibrética. Claramente, a brancura
mostrada principalmente nas microcapsulas de SLG 20 indicou fibrose
grave (Figura 7, duas linhas superiores); a auséncia desta brancura

nas microcapsulas SB-SLG 20 indicou quase nenhuma fibrose (Figura
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7, duas linhas inferiores). Este resultado sugeriu que o alginato modifi-
cado por SB reduziu substancialmente as reacdes de corpo estranho
no espacgo intraperitoneal de camundongos C57BL/6 por um periodo
significativamente mais longo de 180 dias.

[00427]  Outro tipo de alginato modificado com sulfobetaina: alginato
de etilenoglicol SB também foi projetado e desenvolvido. A resposta de
corpo estranho as microcapsulas de etilenoglicol SB-SLG20 foi avalia-
da no espaco intraperitoneal de camundongos C57BL/6J 30 dias apds
o implante. Ap6s a recuperacao, as microcapsulas de etilenoglicol SB-
SLG20 (Figura 8) estavam limpas e quase nao apresentavam fibrose.
[00428] Em conjunto, os alginatos modificados zwitteribnicos foram
capazes de mitigar a resposta de corpo estranho de forma eficaz e re-
produtivel. Isso pode ser atribuido ao grupo sulfobetaina zwitteriénico
que reduz a bioincrustacao e melhora a biocompatibilidade do alginato.
Este conjugado de alginato baseado em sulfobetaina zwitteridnico sera
aplicavel ao encapsulamento de ilhotas para dar suporte a correcao da
diabetes a longo prazo para diabetes tipo 1 (TD1).

[00429] Apds confirmar que os alginatos zwitterionicamente modifi-
cados, como o SB-SLG20, resistem a fibrose em camundongos
C57BL/6J, seu potencial terapéutico como meio de encapsulamento
celular para o tratamento de diabetes foi explorado. llhotas de rato en-
capsuladas foram transplantadas para a cavidade peritoneal de ca-
mundongos C57BL/6 diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ)
e avaliadas por 90 dias para sua capacidade de restaurar a normogli-
cemia. As ilhotas de ratos foram encapsuladas com microcapsulas de
SB-SLG20 1000 ym como barreira para proteger a resposta de corpo
estranho, ou com microcapsulas SLG 20 como controle (Figura 9A). O
nivel de glicose no sangue (BG) dos camundongos diminuiu para a
faixa glicémica normal (BG <200 mg / dL) poucos dias apds o trans-

plante (Figura 9B). No entanto, camundongos transplantados com ilho-
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tas de ratos encapsuladas em microcapsulas de SLG 20 apresentaram
menor duracao de controle glicémico e foram incapazes de sustentar a
normoglicemia além de 45 dias, enquanto os camundongos transplan-
tados com ilhotas de ratos encapsulados em microcapsulas de SB-
SLG 20 permaneceram curados por 3 meses antes das microcapsulas
serem recuperadas.

[00430] A brancura estava presente principalmente nas microcapsu-
las de SLG 20 recuperadas (Figura 9C), sugerindo fibrose severa. Isto
também foi confirmado usando analise histolégica corada por H&E (Fi-
gura 9D). O resultado da coloracdo com H&E das secdes de tecido
mostrou que o SLG 20 produziu microcapsulas com elevada deposi-
cao fibrética em torno do implante. Ao contrario, as microcapsulas de
SB-SLG 20 recuperadas que encapsulavam as ilhotas de rato (Figura
9E-F) mostraram quase nenhuma deposicao fibrosa. Havia também
numerosas ilhotas de ratos observadas nas microcapsulas apos a re-
cuperacao. Importante, estas ilhotas ainda estavam funcionais ap6s 3
meses de implantagcdo, como indicado pela coloragao positiva de insu-
lina (Figura 9G) nas ilhotas nas microcapsulas SB-SLG 20 recupera-
das. Em conjunto, ilhotas de ratos encapsuladas foram capazes de
alcancar a correcao glicémica a longo prazo (90 dias) em camundon-
gos C57BL/6dJ tratados com STZ para T1D, usando o alginato zwitteri-
onicamente modificado capaz de mitigar a FBR de forma eficaz.
[00431] Alginatos modificados zwitterionicamente e super biocom-
pativeis foram projetados e sintetizados. Sulfobetaina-NH2, etilenogli-
col sulfobetaina-NH2 e carboxietaina-NH2 foram sintetizadas com su-
cesso e subsequentemente conjugadas com alginato. O alginato modi-
ficado com sulfobetaina foi testado em camundongos C57BL/6 e miti-
gou a resposta de corpo estranho eficazmente em comparagao com o
alginato de controle ndo modificado. O potencial terapéutico do algina-

to modificado com SB foi demonstrado por meio de um modelo de ca-

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 99/173



96/117

mundongo com diabetes tipo 1 usando ilhotas de ratos. Células de
ilhotas encapsuladas com SB-SLG 20 demonstraram ser capazes de
fornecer correcao glicémica a longo prazo em camundongos C57BL/6J
diabéticos imunocompetentes. Foi determinado que este alginato mo-
dificado zwitterionicamente pode contribuir para a traducdo do encap-
sulamento celular para T1D e, potencialmente, para outras doengas.
Materiais para os Exemplos 7-16

[00432] Propargilamina, cloreto de acriloila, azida sédica, ascorbato
de sodio, sulfato de cobre penta-hidratado, iodometano, acido trifluo-
roacético (TFA), cloridrato de 2-cloro-N, N-dimetiletilamina, 1,3-
propanossultona, metacrilato de 2-hidroxietii (HEMA), 2- hidroxi-2-
metilpropiofenona, solugao salina tamponada com fosfato (PBS), diclo-
rometano (DCM), dimetilssulfoxido (DMSQO), acetonitrila, hexano, ace-
tato de etilo, éter dietilico e alcool etilico foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Bromoacetato de terc-butil e resina de troca idnica (Amberlyst
A-26, forma OH) foram obtidos da Alfa Aesar. Procedimentos para a
sintese dos mondémeros qTR-CB, TR-CB e TR-SB s&o descritos abai-
x0. Metacrilato de Carboxibetaina (CB) (Yang et al., "Pursuing "Zero"
Protein Adsorption of Poly(carboxybetaine) from Undiluted Blood Se-
rum and Plasma," Langmuir 25(19):11911-11916 (2009), que é incor-
porado neste documento por referéncia em sua totalidade) e diacrila-
mida de carboxibetaina (CBAAX) (CBAAX) (Zhang et al., "Zwitterionic
gel Encapsulation Promotes Protein Stability, Enhances Pharmacoki-
netics, and Reduces Immunogenicity," Proceedings of the National
Academy of Sciences 112(39):12046-12051 (2015), que é incorporado
neste documento por referéncia em sua totalidade) foram sintetizados
usando métodos relatados anteriormente.

Exemplo 7 - Preparacao de Hidrogel

[00433] Os hidrogéis de TR-ZW foram preparados por meio de po-

limerizagao radical iniciada por irradiagao UV. A solugao de hidrogel
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consistia em 1 ml de agua DI, 600 mg de mondmero, reticulador
CBAAX a 4% (percentual molar de mondémero) e 3,5 mg de foto-
iniciador de 2-hidroxi-2-metilpropiofenona. A solugdo resultante foi
moldada entre um par de laminas de vidro, separada com um espaca-
dor de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE) de 2 mm de espessura e polime-
rizada sob UV (365 nm) durante 45 min. Os hidrogéis de PHEMA e
PCB foram preparados utilizando-se um procedimento similar. Apds a
preparacao, todas as amostras de hidrogel foram equilibradas em
tampao de PBS estéril e a solucdo tampao de PBS foi trocada pelo
menos trés vezes por dia durante cinco dias. Para implantacao, os hi-
drogéis foram perfurados em discos com diametro de 6 mm e armaze-
nados em PBS estéril a 4°C antes do uso.

Exemplo 8 - Ensaio de Adsorcao de Proteina

[00434] As escovas de polimero de P(qTR-CB) foram enxertadas
em chips sensores de ressonancia de plasmons de superficie (SPR)
revestidos com ouro seguindo o procedimento relatado anteriormente
(Zhang et al., "Zwitterionic Hydrogels: an in vivo Implantation Study,"
Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition 20(13):1845-1859
(2009), que é incorporado neste documento por referéncia em sua to-
talidade). A adsorcao de proteinas nas superficies de ouro exertadas
com P(qTR-CB) foi avaliada usando um sensor SPR de quatro canais.
Em primeiro lugar, o tampéao PBS foi introduzido nos canais por 10 min
para construir a linha de base. Em segundo lugar, uma solucao de fi-
brinogénio a 1 mg/mL ou plasma de sangue humano a 100% foi anali-
sada através dos canais por 10 minutos, seguido de uma lavagem com
tampao PBS para remover moléculas de proteina nao ligadas. A quan-
tidade de proteina adsorvida foi finalmente quantificada pela alteracao
do deslocamento do comprimento de onda entre as linhas de base
pré-adsortivas e pos-adsortivas. Um deslocamento de comprimento de

onda de 1 nm SPR a 750 nm correspondeu a uma cobertura de super-
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ficie de proteina de 15 ng/cm? (Liu et al., "Amino Acid-Based Zwitterio-
nic Poly(Serine Methacrylate) as an Antifouling Material," Biomacromo-
lecules 14(1):226-231 (2012), que € incorporado por referéncia neste
documento em sua totalidade). A adsorcdo de proteinas nas superfi-
cies de P(TR-CB) e P(TR-SB) foi avaliada pelo mesmo procedimento.
Exemplo 9 - Ensaio de Anexacao Celular

[00435] Células de NIH/3T3 foram cultivadas em uma incubadora
umidificada com 5% de CO2 a 37C. O meio de cultura foi composto
por meio Eagle modificado da Dulbecco (DMEM), 10% de soro bovino
fetal (FBS) e 2% de penicilina estreptomicina. Os discos de hidrogel
com um diametro de 6 mm foram colocados individualmente em uma
placa de 12 pocos e lavados com tampao PBS estéril trés vezes. A
suspensdo celular (2 mL) (concentracdo: 105 células/mL) foi entdo
transferida para cada poc¢o e incubada com estes hidrogéis durante 3
dias a 37C. Apéds a incubacéao, os hidrogéis foram transferidos para
uma nova placa de 12 pocos contendo PBS estéril em cada poco. A
solucdo de ensaio LIVE/DEAD foi adicionada a cada poc¢o e incubada
durante 30 min. Estes hidrogéis foram finalmente fotografados usando
um sistema de imagem EVOS AMF4300.

Exemplo 10 - Ensaios de Tracao e Compressao

[00436] Os ensaios de tragdo das amostras de hidrogel foram reali-
zados em um instrumento de TA DMA Q800 Dynamic Mechanical
Thermal Analysis (DMTA). Todas as amostras de hidrogel equilibradas
foram cortadas em forma retangular com 25 mm de comprimento, 6
mm de largura e 2-3 mm de espessura. As amostras de hidrogel foram
alongadas até a quebra a uma taxa de 5 mm min-'. Os testes de com-
pressao e os testes de carga e descarga de amostras de hidrogel fo-
ram feitos em Instron 5965 com uma célula de carga de 100 N. Para
testes de compressao, cada disco de hidrogel com um diametro de 6

mm (cerca de 2-3 mm de espessura quando equilibrado em tampao
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PBS) foi comprimido até a quebra a uma taxa de 1 mm min-'. A pro-
priedade de recuperacao de forma dos hidrogéis foi avaliada por dez
ciclos consecutivos de carga e descarga a uma taxa constante de 1
mm min~' na faixa de tensdo de 0 a 65%. Todas as amostras foram
medidas a temperatura ambiente.

Exemplo 11 - Secrecao de Citocina

[00437] Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) foram
semeados nas placas de cultura de tecidos ou varias superficies de
hidrogel a uma densidade celular de 10° células/cm? e estimulados
com diferentes combinacdes: 0,3 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS)
(Sigma-Aldrich), 1,0 ng/mL de IFNy (R & D systems, Minneapolis, MN),
20 ng/mL de IL-4 (Invitrogen) e 20 ng/mL de IL-13 (Invitrogen). Apos
estimulacao durante 36 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e
analisados quanto a secrecao de TNF-a e IL-10 por ELISA (ensaio de
imunoabsorcao enzimatica seguindo as instrucbes do fabricante (Bio-
Legend, San Diego, CA).

Exemplo 12 - Implantacao de Hidrogel e Analise Histologica
[00438] Todos os protocolos animais foram aprovados pelo Cornell
Institutional Animal Care and Use Committee Camundongos C57BL/6
machos imunocompetentes com oito semanas de idade foram obtidos
de Jackson Laboratory. Os discos de hidrogel equilibrados foram im-
plantados subcutaneamente em camundongos por 1, 2 e 3 meses,
respectivamente. Para cada camundongo, discos de hidrogel feitos de
diferentes monémeros foram implantados nas costas do camundongo
e os locais de varias amostras de hidrogel foram alternados para eli-
minar o efeito das posi¢cdes de implantacdo. No final de cada experi-
mento, os camundongos foram eutanasiados por asfixia com COz. Os
discos de hidrogel juntamente com os tecidos circundantes foram dis-
secados e fixados em formalina 10% neutra tamponada. Depois de

serem incorporadas em cera de parafina, as amostras foram seccio-
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nadas e coradas com tricromo de Masson da Cornell Histology Core
Facility. As laminas histolégicas coradas foram escaneadas usando
um Aperio CS2 ScanScope (Leica Biosystems, Nusslock GmbH). A
densidade de pixeis azuis foi medida usando um software Image J. A
densidade de colageno foi quantificada como um percentual da densi-
dade média maxima de pixels azuis, conforme determinado em todas
as secbes analisadas. Para cada amostra, trés campos aleatérios fo-
ram analisados para cada distancia fixa (por exemplo, 0 a 10 um; 10 a
20 um; etc.) dentro de 60 um da interface de hidrogel de tecido. O ta-
manho da amostra foi n = 5.

[00439] Para avaliar a formacao de vasos sanguineos sobre os hi-
drogéis, foram coradas sec6es embebidas em parafina utilizando
CD31 anti-camundongo de cabra primario (R&D Systems, diluicdo
1:200), que € um biomarcador de célula endotelial. O anti-cabra de ju-
mento Alexa Fluor 488 como anticorpo secundario (Life Technologies,
diluicdo 1:500) foi utilizado neste trabalho. Duas se¢bes coradas em
posicdes diferentes de cada disco de hidrogel foram usadas e cinco
campos diferentes foram aleatoriamente examinados em cada secao.
A densidade dos vasos sanguineos foi quantificada pela contagem do
namero de caracteristicas vasculares normalizadas para a area da
capsula. O tamanho da amostra foi n=5.

Exemplo 13 - Analise Estatistica

[00440] Todos os dados sao apresentados como o valor médio +
desvio padrdo. A diferenca foi considerada estatisticamente significan-
te quando o valor de p foi menor que 0,05. Um teste t de Student foi

usado para todas as andlises estatisticas.
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Exemplo 14 - Sintese do Monémero qTR-CB
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[00441]  Dissolveu-se propargilamina (3,3 g, 60 mmol) 10a 50
de DCM a 0° °C. Adicionou-se NaOH aquoso (1,5 M, 100 mL) a solu-
cao. Cloreto de acriloil (14,9 g, 165 mmol) foi adicionado gota a gota a
camada de diclorometano mais densa ao longo de 30 minutos resul-
tando em uma solucao laranja amarela. A mistura foi agitada durante 1
hora a 0T e depois durante 18 horas a temperatura ambiente. A solu-
cao resultante foi lavada sucessivamente com agua. A camada organi-
ca foi seca sobre sulfato de sédio anidro e evaporada para se obter
6leo amarelo. O produto N-propargilacrilamida (4,2 g, 64%) foi obtido
como um sélido amarelo claro por cromatografia em coluna de silica
gel (eluente: acetato de etil’/hexano, 1:1, v/ v). '"H RMN (CDCls, 400
MHz): & 6,32 (dd, 1H), 6,13 (dd, 1H), 5,68 (dd, 1H), 4,12 (m, 2H), 2,23
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(m, 1H) (Figura 10). '*C RMN (CDCls, 400 MHz): 165,4, 130,1, 127,2,
79,3, 71,6, 29,2.
2-azidoacetato de terc-butil (15a)

O 0]
NaNs, DMSO
Br s N3
(@) (@)

15a
[00442] Bromoacetato de terc-butil (15,6 g, 80 mmol) foi dissolvido

em 100 mL de DMSO a temperatura ambiente. Azina de sédio (NaNs)

(6,5 g, 100 mmol) foi adicionada lentamente a solucdo e agitada du-
rante a noite a 70°C. Adicionou-se agua (150 mL) p ara extinguir a re-
acao e a camada aquosa foi extraida com 3 x 200 mL de éter dietilico
anidro. A fase organica combinada foi lavada sucessivamente com so-
lugdo salina e seca sobre sulfato de sodio anidro. O solvente organico
foi removido sob pressdo reduzida para se obter o produto de 2-
azidoacetato de terc-butil (14,2 g, 90%). '"H RMN (CDCls, 400 MHz): &
3,74 (s, 2H), 1,49 (s, 9H) (Figura 11). 3C RMN (CDCls, 400 MHz):
167,3, 82,9, 50,8, 27,9.

2-(4-(acrilamidometil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)acetato de terc-butila

(16a)
— o —
O=<7 J< CuSO0y, ascorbato de sodio o=<7
T N3\)ko DMSO NH
15a
——— N\
10a N\\
N—N
0]
O
/
16a
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[00443] A mistura do produto 10a (4,2 g, 38,4 mmol), produto 15a
(6,1 g, 38,4 mmol), ascorbato de sédio (0,76 g, 3,8 mmol), Cu-
S0O4-5H20 (0,96 g, 3,8 mmol) e 100 ml de DMSO foram adicionados
num baldo de fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agitada sob at-
mosfera de nitrogénio durante 48 horas a 60C. Adicionou-se 150 mL
de agua para extinguir a reacdo. Em seguida, a solugao resultante foi
extraida com acetato de etila, trés vezes. As camadas organicas com-
binadas foram secas sobre sulfato de s6dio anidro e o solvente foi re-
movido sob pressdo reduzida para obter o produto em bruto. O produ-
to 16a (8,0 g, 78%) foi purificado adicionalmente por cromatografia em
coluna de silica-gel (eluente: acetato de etila). '"H RMN (CDCls, 400
MHz): & 7,68 (s, 1H), 6,27 (dd, 1H), 6,13 (dd, 1H), 5,63 (dd, 1H), 5,01
(s, 2H), 4,57 (m, 2H), 1,45 (s, 9H) (Figura 12). "*C RMN (CDCls, 400
MHz): 165,5, 165,1, 144,7, 130,4, 126,4, 123,9, 83,6, 51,3, 34,5, 27,7.

4-(Acrilamidometil)-1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-3-metil-1H-  1,2,3-

NH
CHsl, acetonitrila
O]
N \N N
A\

triazél-3-io (17a)

O

2
A

z=

1Y

O
/
//C\ //C\
16a 17a

[00444] O produto 16a (8,0 g, 30 mmol), iodometano (25,6 g, 180
mmol) e acetonitrila (150 mL) foram adicionados a um frasco de fundo
redondo de 250 mL. A mistura foi agitada sob atmosfera de nitrogénio
durante 48 horas a 60C. Apds a reacado, o solvente foi removido por

evaporador rotativo. O produto resultante foi precipitado por éter dieti-
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lico anidro e lavado com éter dietilico anidro para obter o pé bronzeado
do produto 17a (7,5 g, 61%). '"H RMN (D20, 400 MHz): 5 8,58 (s, 1H),
6,26 (dd, 2H), 5,83 (dd, 1H), 5,48 (s, 2H), 4,74 (s, 2H), 4,34 (s, 3H),
1,47 (s, 9H) (Figura 13). 3C RMN (D20, 400 MHz): 168,7, 164,8,
141,0, 129,0, 128,9, 128,7, 86,3, 54,2, 38,0, 32,2, 27,0.

Acrilato de Carboxibetaina Triazol Quaternizado (qTR-CB)

o e

NH NH
~“© A\ TFACHCL SO A
\\ Resina de troca idnica \\
N—N N—N
Ozg o)
0 0©
17a qTR-CB

[00445] O produto obtido 17a (7,5 g) foi tratado com uma mistura de
15 mL de acido trifluoroacético (TFA) e 15 mL de DCM durante a noite
a temperatura ambiente, concentrado por evaporador rotativo, precipi-
tado em éter dietilico anidro e dissolvido novamente em metanol. A
resina de troca i6nica (Amberlyst A26, forma OH) foi adicionada para
neutralizacdo completa. O residuo foi dissolvido em agua e liofilizado
por liofilizador para obter o produto qTR-CB. (2,2 g, 54%) 'H RMN
(D20, 400 MHz): & 8,49 (s, 1H), 6,28 (dd, 2H), 5,82 (dd, 1H), 5,22 (s,
2H), 4,74 (s, 2H), 4,30 (s, 3H) (Figura 14). '*C RMN (D20, 400 MHz):
170,0, 168,7, 140,6, 130,0, 128,9, 128,6, 55,6, 37,6, 32,1.

Exemplo 15 - Sintese do Monémero TR-CB
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[00446] NaNs (13,7 g, 210 mmol) foi adicionado a uma solugao de

cloridrato de 2-cloro-N,N-dimetiletilamina (10,0 g, 70 mmol) em 100 mL
de agua e a mistura reacional foi aquecida a 70T d urante a noite. A
solugao foi basificada com solugdo de NaOH 4 M e extraida com éter
dietilico anidro trés vezes. A solugao resultante foi seca sobre MgSO4
e concentrada para obter um éleo incolor volatil. (5,9 g, 74%) 'H RMN
(CDClz, 400 MHz): 6 3,31 (t, 2H), 2,45 (t, 2H), 2,21 (s, 6H, N(CHz)2).
N-(2-Azidoetil)-2-(terc-butoxi)-N,N-dimetil-2-oxoetan-1-aminio (9a)

0]
B )<
No _ r\)l\ o N | o
| Acetonitrila | ﬁ( \’<
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[00447] O produto 8a (5,9 g, 52 mmol), bromoacetato de terc-butil
(12,7 g, 65 mmol) e acetonitrila (100 mL) foram adicionados a um fras-
co de fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agitada sob atmosfera
de nitrogénio durante 24 horas a 60C. Apds a reaca o, o solvente foi
removido por evaporador rotativo. O produto 9a foi precipitado por éter
dietilico anidro e lavado com éter dietilico anidro para obter o pd bran-
co (12,6, 79%). 'H RMN (D20, 400 MHz): & 4,29 (s, 2H), 3,98 (1, 2H),
3,83 (t, 2H), 3,34 (s, 6H), 1,53 (s, 9H) (Figura 15). '3C RMN (D20, 400
MHz): 164,0, 86,3, 62,6, 62,1, 52,9, 44,7, 27,2.
N-(2-(4-(Acrilamidometil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-2-(terc-butoxi)-
N,N-dimetil-2-oxoetan-1-aminio (11a)

ascorbato de sédio

Na\/\’\h/ﬁ(o 108 N\\S\
|@ 3 \K CuSOs,
9a

11a

[00448] A mistura do produto 10a (4,9 g, 45,1 mmol), produto 9a
(12,6 g, 41,0 mmol), ascorbato de sédio (0,8 g, 4 mmol), CuSO4+5H20
(1,0 g, 4 mmol) e 100 mL de metanol foram adicionados num balédo de
fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agitada sob atmosfera de ni-
trogénio durante 48 horas a 60C. Apos a reacao, o solvente foi remo-
vido por evaporador rotativo e o produto em bruto foi precipitado por
éter dietilico anidro. O produto 11a (11,7 g, 68%) foi purificado adicio-

nalmente por cromatografia em coluna de silica- gel (eluente: meta-
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nol). '"H RMN (D20, 400 MHz): & 8,11 (s, 1H), 6,24 (dd, 2H), 5,75 (dd,
1H), 5,07 (t, 2H), 4,58 (s, 2H), 4,28 (m, 4H), 3,34 (s, 6H), 1,44 (s, 9H)
(Figura 16). 3C RMN (D20, 400 MHz): 168,1, 163,3, 145,4, 129,3,
127,4,124,7, 86,6, 62,3, 62,1, 52,7, 48,8, 44,0, 34,3, 27,1.

Acrilato de Carboxibetaina Triazol (TR-CB)

o o

NH NH

N% TFA N X

\ o \

N—N Resina de troca idnica N=—N
s s
Szo o SZO
P °
11a TR-CB

[00449] O produto obtido 11a (8,0 g) foi tratado com uma mistura de
16 mL de TFA e 16 mL de DCM durante a noite a temperatura ambien-
te, concentrado com evaporador rotativo, precipitado em éter dietilico
anidro e dissolvido em metanol. A resina de troca i6nica (Amberlyst
A26, forma OH) foi entdo adicionada para neutralizacdo completa. A
solugao resultante foi adicionada a coluna de alumina neutra para re-
mover o ion de cobre residual. O produto TR-CB (3,1 g, 57%) foi cole-
tado apds a remocgéo do solvente metanol. 'H RMN (D20, 400 MHz): &
8,02 (s, 1H), 6,22 (dd, 2H), 5,75 (dd, 1H), 4,98 (t, 2H), 4,51 (s, 2H),
4,24 (t, 2H), 3,89 (s, 2H), 3,24 (s, 6H) (Figura 17). 'C RMN (D20, 400
MHz): 168,3, 168,1, 145,1, 129,5, 127,7, 1242, 63,9, 61,3, 51,9, 44,0,
34,3.

Exemplo 16 - Sintese do Monémero TR-SB
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< NH

— [S/O N
N 2O, 3
NN 10a NN 0 o N—N

| CuS04, ascorbato de sddio \lll—N 40°C

é

7 N\
12a 0=8=0
o/e
TR-SB
N-((1-(2-(Dimetilamino)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)acrilamida
(12a)
oz(i —
NH 02(7
Ns\/\N/ 10a . N%
| CuS0s, ascorbato de sddio \ltl—N
8a <
7\
12a

[00450] A mistura do produto 10a (4,9 g, 45,1 mmol), produto 8a
(4,7 g, 40 mmol), ascorbato de sédio (0,8 g, 4 mmol), CuSO4+5H20
(1,0 g, 4 mmol) e 100 mL de metanol foram adicionados num balédo de
fundo redondo de 250 mL. A mistura foi agitada sob atmosfera de ni-
trogénio durante 48 horas a 60C. Apos a reacao, o solvente foi remo-
vido por evaporador rotativo. O produto 12a (8,0 g, 78%) foi purificado
adicionalmente por cromatografia em coluna de silica-gel (eluente:
acetato de etil/metanol, 1:1, v/v). '"H RMN (CDCls, 400 MHz): 5 7,68 (s,
1H), 7,24 (s, 1H), 6,19 (dd, 2H), 5,60 (dd, 1H), 4,54 (m, 2H), 4,38 (m,
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2H), 2,71 (m, 2H), 2,23 (s, 6H) (Figura 18). *C RMN (CDCls, 400
MHz): 165,6, 144,3, 130,6, 126,7, 122,9, 58,7, 48,2, 45,4, 34,8.
Acrilato de Sulfobetaina Triazol (TR-SB)

S
N\ 0% o N—N
\ >
N—N 40°C
2 ®
_N_
N
/7 \
12a O=/S=O
00
TR-SB

[00451] O produto 12a (4,5 g, 20 mmol) em 50 mL de acetona ani-
dra foi agitado a temperatura ambiente. 1,3-Propanosultona (20 mmol,
2,4 g) foi adicionado gota a gota a solugdo. A mistura reacional foi
aquecida a 40T sob atmosfera de nitrogénio durante 6 horas. O pre-
cipitado foi coletado e lavado com acetona anidra para obter o pé
branco (TR-SB) (2,8 g, 41%). '"H RMN (D20, 400 MHz): & 8,06 (s, 1H),
6,26 (dd, 2H), 5,79 (dd, 1H), 5,02 (m, 2H), 4,55 (s, 2H), 4,01 (m, 2H),
3,563 (m, 2H), 3,17 (s, 6H), 2,90 (m, 2H), 2,18 (m, 2H) (Figura 19). '3C
RMN (D20, 400 MHz): 168,4, 145,2, 129,5, 127,7, 124,2, 63,0, 61,6,
51,1, 46,9, 43,7, 34,3, 18,1.

Resultados e Discussao dos Exemplos 7-16

[00452] Um novo monbémero zwitteribnico qTR-CB foi projetado (Fi-
gura 20A). Esse monbémero inclui uma fragao triazol que desempenha
um papel critico nas propriedades antifibréticas de alginatos modifica-

dos e forma o empilhamento -1 dissipador de energia. Conforme
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mostrado na Figura 20B, a sintese do QTR-CB envolveu diversas eta-
pas. Primeiramente, a N-propargilacrilamida com grupos alcinos e vini-
licos reativos duplos foi desenvolvida. Em seguida, o grupo alcino foi
entdo transformado em grupo triazol através de quimica de Cicloadi-
cao de Azida-Alcino de Huisgen seguido de uma subsequente quater-
nizacdo. Finalmente, o monémero qTR-CB foi obtido apds a remocgao
do grupo protetor do acido carboxilico. A estrutura quimica do moné-
mero qTR-CB foi confirmada por 'H RMN (Figura 17) e *C RMN.

[00453] A adsorcao nao especifica na superficie de implante é con-
siderada a etapa inicial e critica na resposta de corpo estranho. Para
determinar se 0 qTR-CB era antibioincrustacao e resistente a adsorcao
de proteina nao especifica, uma superficie de ouro foi enxertada com
P(gTR-CB) usando uma polimerizacdo mediada por fotoinifero iniciada
na superficie. A resisténcia proteica de P(qTR-CB) foi avaliada por
meio de ressonancia plasménica de superficie (SPR) usando uma uni-
ca solucdo proteica e um plasma humano nao diluido. A Figura 20C
mostra os sensores tipicos de SPR da adsorcdo de proteinas no
P(QTR-CB) enxertado e nas superficies de ouro convencionais. A par-
tir de uma solucao de fibrinogénio (Fg) a 1 mg/mL, as superficies de
ouro convencional e P(qQTR-CB) enxertado apresentaram adsor¢des
de 337,56 + 36,1 e 0,6 + 0,3 ng/cm?, respectivamente. A partir do plas-
ma humano nao diluido, as adsor¢des de proteina foram 211,6 + 10,3
e 3,1 + 1,8 ng/cm?, respectivamente, para essas duas superficies. Cla-
ramente, a superficie com P(qTR-CB) enxertado foi altamente resis-
tente a adsorcdo nao especifica de proteinas, em comparacdo com a
superficie de ouro convencional. Deve-se notar que os valores de ad-
sorcao de proteinas nas superficies preparadas com P(qTR-CB) en-
xertado estavam bem abaixo dos critérios para materiais de incrusta-
cdo ultrabaixo (menos de 5 ng/cm? de fibrinogénio adsorvido). Esses

dados sugerem que a incorporagao do grupo triazol nao alterou as
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propriedades zwitteribnicas ou anti-incrustantes. O hidrogel de P(qTR-
CB) (Figura 20D) foi entdo preparado por reticulacdo do monémero
gTR-CB com um reticulador de diacrilamida de carboxibetaina zwitteri-
6nica bifuncional (CBAAX) por meio de uma polimerizacao iniciada por
foto.

[00454] O hidrogel de P(qTR-CB) foi projetado para abordar o desa-
fio de propriedades mecanicas enfrentado pelos atuais hidrogéis zwit-
teribnicos que sdo conhecidos por serem relativamente frageis ou fra-
cos ("Additive Manufacturing of Hydrogel-Based Materials for Next-
Generation Implantable Medical Devices," Science Robotics
2(2):eaah6451 (2017); Lynn et al., "Characterization of the in Vitro Ma-
crophage Response and in Vivo Host Response to Poly (Ethylene
Glycol)[1Based Hydrogels," Journal of Biomedical Materials Research
Part A 93(3):941-953 (2010), que sao incorporadas neste documento
por referéncia na sua totalidade). Propriedades mecanicas robustas
sao altamente desejaveis para manuseio, implantacdo e futuras apli-
cacdes clinicas. O empilhamento reversivel - entre os anéis de
triazol dentro do hidrogel de P(qTR-CB) (Figura 21A) dissipa energia
sob carga e, portanto, torna o hidrogel mais resiliente. Para determinar
se a incorporacdo dos anéis de triazol realmente melhorou a proprie-
dade mecanica, os hidrogéis de P(qTR-CB) e PCB convencionais fo-
ram comparados em varios testes mecanicos. Primeiro, sua proprie-
dade de resisténcia a dobra foi examinada qualitativamente. Conforme
mostrado na Figura 21B, o hidrogel de P(qTR-CB) poderia ser comple-
tamente dobrado préximo a 180 graus sem fratura ou qualquer dano, e
foi até mesmo passivel de dobramento repetido. Em contraste, o hi-
drogel de PCB convencional fraturava mesmo com um dobramento em
angulo pequeno. Mais testes quantitativos de tracao e compressao fo-
ram entdo realizados. Para o teste de tracao, o hidrogel de P(qTR-CB)

apresentou uma deformacao de ruptura préxima a 71%, enquanto o

Peticdo 870190082304, de 23/08/2019, pag. 115/173



112/117

hidrogel de PCB sé pbde ser esticado em 11% (Figura 21C). Isso re-
presentou um aumento de 6,5 vezes na deformacéao de ruptura. Para o
teste de compressao (Figura 21D), o hidrogel de P (qTR-CB) susten-
tou uma compressao de 80%, enquanto o hidrogel de PCB sé pbde
ser comprimido em 48%, 0 que estava de acordo com o trabalho ante-
rior (Merino et al.,, "Nanocomposite Hydrogels: 3D Polymer—
Nanoparticle Synergies for On-Demand Drug Delivery," ACS nano
9(5):4686-4697 (2015), que € incorporada neste documento por refe-
réncia em sua totalidade). Para demonstrar ainda mais a resiliéncia do
hidrogel de P(qTR-CB), foi realizado um teste compressivo de carga-
descarga. Conforme mostrado na Figura 21E, o hidrogel de P(qTR-
CB) tolerou 65% de compressao por pelo menos 10 ciclos sem qual-
quer rachadura e manteve seu formato original. O ciclo de histerese
observado em cada ciclo pareceu sugerir que havia um mecanismo de
dissipacao de energia, provavelmente devido ao empilhamento -1
entre os grupos triazbis, confirmando a hipbtese.

[00455] Em seguida, a ativacdo de macréfagos e de ligacao celular
no hidrogel de P(qTR-CB) foi investigada in vitro. Os hidrogéis que re-
sistem a ligacao celular sdo desejaveis para muitas aplicacbes biomeé-
dicas. A ligacao celular no hidrogel de P (qTR-CB) foi estudada culti-
vando fibroblastos NIH/3T3 em sua superficie por trés dias. Para com-
paracao, os hidrogéis de PHEMA e PCB, assim como o poliestireno de
cultura de tecidos (TCPS) foram usados como controles. A Figura 22A
mostrou que as células se ligaram rapidamente, proliferaram e forma-
ram uma camada confluente nas superficies de TCPS, enquanto nao
havia quase nenhuma célula observada nas superficies de hidrogel de
P(gTR-CB), PHEMA e PCB, sugerindo que o hidrogel de P(qTR-CB)
se comportou de modo semelhante ao PHEMA e ao PCB. A ativacao
dos macrofagos foi entdo explorada. Os macréfagos como um compo-

nente essencial da FBR regulam processos pré-inflamatérios ou pro-
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cicatrizacdo. Os macréfagos proé-inflamatérios secretam citocinas in-
flamatérias, tal como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), que desen-
cadeia adicionalmente o recrutamento e ativacao de células inflamato-
rias, enquanto macrofagos pré-cicatrizacdo produzem citocinas anti-
inflamatérias, tal como interleucina (IL-10), que facilita a angiogénese
e reparo de tecidos. Entender como um biomaterial regula o fenétipo
dos macréfagos é importante para suas aplicacbes biomédicas. Con-
forme mostrado na Figura 22B, os niveis de secrecdo de TNF-a e IL-
10 foram quase indetectaveis para todos os hidrogéis sem estimula-
cao. Com a estimulacdo do lipopolissacarideo/Interferon gama
(LPS/IFNy) que era conhecida por introduzir um fendtipo pro-
inflamatério de macrofagos, as células dos hidrogéis de PCB e P(gTR-
CB) secretaram niveis menores de TNF-a quando comparados aos
cultivados no hidrogel de PHEMA ou no TCPS. Com a estimulagcao de
LPS/IL-4/IL-13 que era conhecida por promover um fenotipo de macro-
fagos pro-cicatrizacao, as células nos hidrogéis de PCB e P(qTR-CB)
apresentaram uma secrecao maior de IL-10 quando comparadas
aquelas do hidrogel de PHEMA. Em conjunto, esses resultados mos-
traram que os hidrogéis de P(qTR-CB) inibiram a ativacao inflamatéria
e promoveram o fendtipo de macréfago pro-cicatrizacao.

[00456] Encorajados pelos resultados obtidos a partir do P(qTR-
CB), foram projetados mais dois mondmeros zwitteribnicos contendo
triazol reticulavel, TR-CB e TR-SB (Figura 23A e Figura 25). Os hidro-
géis desses monbémeros foram feitos e testados para FBR em camun-
dongos. As rotas sintéticas para os monémeros TR-CB ou TR-SB sao
mostradas na Figura 23A, e suas estruturas quimicas foram confirma-
das por '"H RMN (Figuras 17 e 19) e '*C RMN. Em comparagéo com o
gTR-CB em que a fragdo de triazol foi quaternizada, os monémeros
TR-CB e TR-SB tém um grupo triazol original, ndo modificado. As pro-
priedades mecanicas dos hidrogéis de P(TR-CB) e P (TR-SB) foram
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avaliadas. Conforme mostrado na Figura 23B, os hidrogéis de P(TR-
CB) e P(TR-SB) podem suportar dobramento repetido, semelhante aos
hidrogéis de P(qTR-CB). Ambos os hidrogéis foram altamente resilien-
tes (Figura 23C-23E). Especialmente para o hidrogel de P(TR-SB) (Fi-
gura 23C-23D), a deformacao de tracdo chegou a 218%, enquanto a
deformacao de tracdo maxima para hidrogéis zwitteribnicos relatada
até o momento € de apenas 65% (Lynn et al., "Characterization of the
in Vitro Macrophage Response and in Vivo Host Response to Poly
(Ethylene Glycol)[JBased Hydrogels," Journal of Biomedical Materials
Research Part A 93(3):941-953 (2010), que € incorporada por referén-
cia em sua totalidade). Essa é uma melhoria drastica no campo dos
hidrogéis zwitteribnicos. Quando comparado ao hidrogel de PCB, as
tensbes de ruptura dos hidrogéis de P(TR-CB) e P(TR-SB) foram 9
vezes e 20 vezes maiores, respectivamente. Deve-se notar também
que os hidrogéis de P(TR-CB) e P(TR-SB) eram mais elasticos que o
P(gTR-CB). Isso pode ser atribuido a posicdo da carga positiva no
anel de triazol gTR-CB. A repulsao eletrostatica entre as cargas pode
atenuar a interacao de empilhamento 1. Para testes de compressao
(Figura 23E), ambos os hidrogéis de P(TR-CB) e P(TR-SB) apresenta-
ram altas tensdes de compressao (79% e 83%, respectivamente). Es-
ses hidrogéis de TR-ZW representam uma primeira classe de hidrogel
zwitteribnico com propriedades mecanicas robustas.

[00457] Para investigar se esses novos hidrogéis de TR-ZW
(P(qTR-CB), P(TR-CB) e P(TR-SB)) tinham propriedades resistentes a
FBR, eles foram implantados subcutaneamente em camundongos
C57BL/6 imunocompetentes. Até o momento, a FBR ainda € uma
grande preocupacao para o desempenho e longevidade de materiais e
dispositivos implantados. Existe uma necessidade critica de desenvol-
vimento de novos materiais que mitiguem FBR e sejam mecanicamen-

te robustos. No presente pedido, a FBR aos implantes em pontos de
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tempo selecionados apds a implantagao (1, 2 e 3 meses) foi avaliada.
Um hidrogel de PHEMA comumente usado foi escolhido como contro-
le. Em cada ponto de tempo, as amostras de hidrogel foram recupera-
das e examinou-se a FBR incluindo a fibrose ao redor dos implantes
usando coloracao tricromica de Masson, assim como a formacao de
vasos sanguineos usando coloracdo de CD31. Em 1 més, observou-se
que todos os hidrogéis de TR-ZW tinham camadas de colageno soltas
em torno deles, conforme indicado pela cor azul clara (Figura 24A),
enquanto os hidrogéis de PHEMA tinham uma deposi¢ao de colageno
muito mais densa. O hidrogel de P(TR-SB) apresentou uma deposicao
de colageno de densidade particularmente baixa. Acredita-se que a
deposicao de colageno solto afeta menos a transferéncia de massa
entre o corpo e o implante e, portanto, € desejavel em muitas aplica-
cbes. Os experimentos de implantacdo a longo prazo (ou seja, 2 € 3
meses) revelaram resultados semelhantes. A densidade de colageno
na interface entre os hidrogéis e tecidos TR-ZW foi significativamente
menor quando comparada ao caso do controle PHEMA (Figura 24B).

[00458] Ao comparar os hidrogéis de TR-ZW com os hidrogéis de
PCB relatados anteriormente (Jiang et al., "Click Hydrogels, Microgels
and Nanogels: Emerging Platforms for Drug Delivery and Tissue Engi-
neering," Biomaterials 35(18):4969-4985 (2014); Lee et al., "Light-
Triggered in Vivo Activation of Adhesive Peptides Regulates Cell Ad-
hesion, Inflammation and Vascularization of Biomaterials," Nature Ma-
terials 14(3):352-360 (2015), que sao incorporados por referéncia, na
sua totalidade), constatou-se que a densidade da deposicdo de cola-
geno € o numero de vasos sanguineos para os hidrogéis de TR-ZW
eram comparaveis ou até melhores do que aqueles para o PCB (Jiang
et al., "Click Hydrogels, Microgels and Nanogels: Emerging Platforms
for Drug Delivery and Tissue Engineering," Biomaterials 35(18):4969-

4985 (2014), que € incorporado por referéncia, na sua totalidade) (Fi-
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guras 26A-26B). E geralmente considerado que a propriedade anti-
incrustante ou biocompatibilidade esta comprometida se a fragao hi-
drofébica for incorporada em materiais zwitteridnicos. O grupo triazol
como uma porcao hidrofébica de fato afetou sua propriedade anti-
incrustante. Por exemplo, a quantidade de adsor¢cao no plasma para
as superficies P(qTR-CB), P(TR-CB) e P(TR-SB) foi de 3,1 £1,8,6,4 +
2,5 e 10,9 + 3,2 ng/cm2, respectivamente (Tabela 1), enquanto a su-
perficie PCB foi relatada por adsorver apenas <0,3 ng/cm2 de proteina
do plasma. Contudo, a biocompatibilidade in vivo ou a propriedade re-
sistente a FBR dos hidrogéis de TR-ZW néao foi afetada. O grupo
triazol desempenha um papel aqui na mitigacao da resposta fibrética
ademais a porgcao zwitteribnica. Os alginatos quimicamente modifica-
dos contendo grupos triazéis foram relatados por ter capacidade para
mitigar efetivamente a resposta fibrotica (Desai et al., "Versatile Click
Alginate Hydrogels Crosslinked via Tetrazine—Norbornene Chemistry,"
Biomaterials 50:30-37 (2015), que € incorporado por referéncia na sua
totalidade). A propriedade resistente a FBR dos hidrogéis de TR-ZW
também foi consistente com os dados de ativacdo de macréfagos (Fi-
gura 22B). Desse modo, uma nova classe de hidrogéis que exibia pro-
priedades similares de resisténcia a FBR foi desenvolvida, mas eram
muito mais robustas mecanicamente do que os hidrogéis zwitteridnicos
desenvolvidos até o momento.

Tabela 1. Adsorcao de proteinas (Plasma humano nao diluido)
Medido por SPR

Superficie
Massa de super- Ouro convencional P(qTR-CB) P(TR-CB) P(TR-SB)
ficie (ng /cm?) 211,6 +10,3 31+18 64+25109+32
Valores médios e desvios padrao de trés medicoes.

[00459] Em resumo, uma nova classe de hidrogéis triazol zwitterio-
nicos que é mecanicamente robusta e resistente a FBR foi projetada e

sintetizada. Em comparacao com os hidrogéis zwitteribnicos convenci-
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onais que sao tipicamente fracos ou frageis, esses novos hidrogéis de
TR-ZW exibiram alta resiliéncia incluindo maior elasticidade e melhor
resisténcia a compressao ou resisténcia a dobramento. Eles mantive-
ram as caracteristicas anti-incrustantes, esperadas para materiais zwit-
teribnicos. Mais importante, ap6s o implante subcutaneo em camun-
dongos imunocompetentes, os hidrogéis de TR-ZW mitigaram a fibro-
se e promoveram a formacao de vasos sanguineos. A combinacao de
propriedades mecanicas e resistentes a FBR €& altamente desejavel
para muitas aplicacbes biomédicas, tais como encapsulamento celular
e modificacbes de implantes, 0s quais requerem estabilidade do mate-
rial e integracdo com o corpo para a fungcdo e desempenho a longo
prazo.

[00460] Embora modalidades preferenciais tenham sido retratadas
e descritas com detalhes neste documento, ficara evidente para os
versados na técnica que varias modificacdes, adi¢cdes, substituicbes e
similares podem ser feitas que haja desvio da esséncia da invencao e
que elas sao, portanto, consideradas no ambito da invengao conforme

definido nas reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICACOES

1. Monémero caracterizado pelo fato de que tem a Formu-

em que,

A ¢ selecionado dentre uma unidade contendo sacarideo e
uma unidade contendo alcool polivinilico;

X € selecionado dentre o grupo que consiste em O, NH,
NR', C(O) e Ci-20 alquileno, em que Ci-20 alquileno é opcionalmente
substituido de 1 a 20 vezes com um substituinte selecionado indepen-
dentemente a cada ocorréncia deste dentre o grupo que consiste em
OH, halogénio, ciano, -CFz e C1-s alcoxi;

Q esta ausente ou é um ligante;

Y é selecionado dentre o0 grupo que consiste em

R4 || NH5

1

Z ¢é selecionado dentre o grupo que consiste em

o) 0 R!
E—Q—oe %—I!IER3
” , Oe e Il?z :
m1 € 0 a 50;
mz € 0 a 50;
ms € 0 a 50;

R é Ci-20 alquila;
R' é —C(0)-C+6 alqueno;
R' é C+-20 alquila;

R? é C1-20 alquila; e
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R3 é Ci-20 alquila.

2. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que A é selecionado dentre o grupo que consiste em
um monossacarideo, dissacarideo, trissacarideo e oligossacarideo.

3. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que A é um monossacarideo selecionado dentre o
grupo que consiste em hexose, hexulose, acido hexurénico, pentose,
pentulose e 4cido penturdnico substituidos ou ndo substituidos.

4. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-

zado pelo fato de que A é selecionado dentre o grupo que consiste

em:
o
o HO
HO o) 0
o} HO OH 0,
HO OH HO OH

HO X” HO OH e

HO OH

HO OH , em que _2 € o ponto de ligacdo de A a X.

5. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que Q esta presente e € selecionado dentre 0 grupo
que consiste em Ci.20 alquileno, Ca.2o cicloalquileno, arileno, heteroari-
leno, heterocicleno, -O-Ci.20 alquileno, poli(etileno glicol), e polipepti-
deo; em que Ci.20 alquileno, Ca.2o cicloalquileno, arileno, heteroarileno,
heterociclileno ou -O-C1-20 alquileno é opcionalmente substituido de 1 a

20 vezes com um substituinte selecionado independentemente a cada
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ocorréncia deste dentre o grupo que consiste em -OH, halogénio, cia-
no, -CF3, Ci-¢ alquila, e Ci-¢ alcdxi; e em que Ci.20 alquileno é opcio-
nalmente interrompido por um ou mais heteroatomos selecionados
dentre o grupo que consiste em oxigénio nitrogénio, enxofre e nitrogé-
nio.

6. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que Q € heteroarileno.

7. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-

NTN
N~N

zado pelo fatode que Q é A
8. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-

zado pelo fato de que tem a Férmula (la):

R1
A—X—Q—éCHz )m2+@ (CH2> z

R? (1a).
9. Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-

zado pelo fato de que tem a Férmula (lb):

R1
A—X—Q (CHZ-)—O—IU CHZ)—I\IJiR3
my | mj X
%o R (Ib).

10. Monémero, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que tem a Férmula (lc):

©)
NH3

[~ ) [
A X Q \ CHZTmz \ CHQ?H_Z
3

(Ic).

11. Polimero caracterizado pelo fato de que tem a Férmula
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mjy

(IV),

em que,

A ¢é independentemente selecionado dentre uma unidade
contendo sacarideo e uma unidade contendo alcool polivinilico para
cada unidade monomérica do polimero;

X € selecionado dentre o grupo que consiste em O, NH,
NR', C(O) e Ci-20 alquileno, em que Ci-20 alquileno é opcionalmente
substituido de 1 a 20 vezes com um substituinte selecionado indepen-
dentemente a cada ocorréncia deste dentre o grupo que consiste em
OH, halogénio, ciano, -CFz e C1-s alcoxi;

Q esta ausente ou é um ligante;

Y é selecionado a partir do grupo que consiste em

T1 ” R® Nk
et PN
Z ¢é selecionado dentre o grupo que consiste em
o] R
E—Q—oe %—I!IER3
[ © . l, ;
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m1 € 0 a 50;

mz € 0 a 50;

ms € 0 a 50;

R é Ci-20 alquila;

R' €& —C(O)-C+.6 alqueno;

R' é C1-20 alquila;

R? é C1-20 alquila;

R3 é Cy-2 alquila

ks € qualquer numero inteiro; e

ko € selecionado independentemente para cada unidade
monomérica de 0 ou 1, com a condi¢cdo de que pelo menos um kz é 1;

em que as unidades monoméricas do polimero sao iguais
ou diferentes.

12. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-
zado pelo fato de que A é um sacarideo selecionado independente-
mente, em cada ocorréncia, dentre uma unidade contendo monossa-
carideo, dissacarideo ou oligossacarideo.

13. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-
zado pelo fato de que A é um monossacarideo selecionado dentre o
grupo que consiste em hexose, hexulose, acido hexurdnico, pentose,
pentulose e acido penturdénico substituidos ou nao substituidos.

14. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-
zado pelo fato de que A é selecionado dentre o grupo que consiste

em:

HO

HO

0]

’ >
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0
o)
° 0
o o— %o o—
HO OH e HO OH

E € o ponto de ligacdo de A a X.
15. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-

, em que

zado pelo fato de que Q esta presente e € selecionado dentre 0 grupo
que consiste em Ci.20 alquileno, Ca.2o cicloalquileno, arileno, heteroari-
leno, heterocicleno, -O-Ci.20 alquileno, poli(etileno glicol), e polipepti-
deo; em que Ci.20 alquileno, Ca.2o cicloalquileno, arileno, heteroarileno,
heterociclileno ou -O-C1-20 alquileno é opcionalmente substituido de 1 a
20 vezes com um substituinte selecionado independentemente a cada
ocorréncia deste dentre o grupo que consiste em -OH, halogénio, cia-
no, -CF3, Ci-¢ alquila, e Ci-¢ alcdxi; e em que Ci.20 alquileno é opcio-
nalmente interrompido por um ou mais heteroatomos selecionados
dentre o grupo que consiste em oxigénio nitrogénio, enxofre e nitrogé-
nio.

16. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-
zado pelo fato de que Q € heteroarileno.

17. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-

NTN
N~N

zado pelo fatode que Q é A

18. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-
zado pelo fato de que ki € de 5 a 10.000.

19. Polimero, de acordo com a reivindicacao 11, caracteri-

zado pelo fato de que tem a Formula (IVa):
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[ Ik,

(IVa).
20. Polimero, de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-

zado pelo fato de que tem a Formula (1Vb):

- ks

—A (IVb).

21. Polimero, de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-

zado pelo fato de que tem a Formula (IVc):
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[ — k2
—TATE (IVe).
22. Polimero, de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-
zado pelo fato de que uma ou mais unidades monoméricas do polime-

ro € independentemente selecionada do grupo consistindo em:

0 0
o) =
HO o~
)
oe ©
O=s=—0 O
o)
®
® —N—
—_—N—
NH
NH
o)
o OH OHO
-0 o -
o)
HO o~ HO o—
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OH
O 0
o) = o)
HO o—
o)

0

O=—=8=—=0

Y

o)

)
2
)

O

O

{
)

o) OH
O ’O
HO o—"
b
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OH
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02
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OH g
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HO



HN
O
O
HO
©
O
®
HsN
O
O
HO
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o Q@
o ®

®
NH3 @
HsN

O OH
o -0 o -0
HO o—" HO o~
e .

23. Polimero, de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-
zado pelo fato de que o referido polimero compreende duas ou mais
unidades monoméricas diferentes.

24. Polimero, de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-
zado pelo fato de que o referido polimero compreende uma ou mais

unidades monoméricas da Férmula (l):

AN AN, AN

A—X Q m, Y m, Z .
i 2 37 (), e compreende ain-

da

uma ou mais unidades monoméricas da Formula (11):

A L'—12—3 R* (1),

em que

L' é selecionado do grupo consistindo em O, NH, NR', C(O)
e Ci-20 alquileno, em que Ci-20 alquileno é opcionalmente substituido
de 1 a 20 vezes com um substituinte selecionado independentemente
em cada ocorréncia deste pelo grupo consistindo em OH, halogénio,
ciano, -CF3 e C1-¢ alcoxi;

L2 esta ausente ou é Ci-2 alquileno, em que Ci-20 alquileno
€ opcionalmente substituido de 1 a 20 vezes com um substituinte sele-
cionado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo
consistindo em OH, halogénio, ciano, -CFs e C+-¢ alcéxi;

L3 é selecionado do grupo consistindo em Ci-2 alquileno,

Ci1-20 alquenileno, Cs-12 cicloalquenileno e arileno, em que o arileno é
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opcionalmente substituido de 1 a 3 vezes com um substituinte selecio-
nado independentemente em cada ocorréncia deste pelo grupo consis-
tindo em heteroarileno e heterociclileno; e

R* é selecionado do grupo consistindo em H, SH, N3, Ci-6
alquila, C2-20 alquenila, Cz-2¢ alquinila, Cs-12 cicloalquenila, Cs-12 ciclo-
alquinila, heteroarila e heterociclila, em que Ci-s alquila, Cz-20 alqueni-
la, C2-20 alquinila, Cz-12 cicloalquenila, Cz-12 cicloalquinila, heteroarila e
heterociclila sdo opcionalmente substituidos de 1 a 3 vezes com um
substituinte selecionado independentemente em cada ocorréncia deste
pelo grupo consistindo em H, OH, halogénio, ciano, -CFs e C+-6 alcéxi.

25. Polimero, de acordo com a reivindicacao 24, caracteri-

zado pelo fato de que o referido polimero tem a Férmula (lla):

Z
g
L3
Q
g L
X L
N ]

Inzl
(),

em que ny, N2 € N3 s&o qualquer nimero inteiro.
26. Polimero, de acordo com a reivindicacao 25, caracteri-

zado pelo fato de que é selecionado do grupo consistindo em:
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O
O
HO




o®
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©
o]
o
® HS
_N_
B NH NH 7
O OH O OH
-G ~Q
—1° o) »
HO HO 0~
1y n,
L Jn
3, e
©
o
o
®
_N_
- NH o) -
O OH O OH
0 @) | —
HO HO o]
- - 7, em

que ny, N2 € N3 Sao qualquer nimero inteiro.

27. Polimero, de acordo com a reivindicacao 25, caracteri-
zado pelo fato de que cada um dentre ny, n2 € n3 sdo independente-
mente selecionados dentre um ndmero inteiro de 5 a 10.000.

28. Hidrogel caracterizado pelo fato de que compreende
qualquer um dos polimeros como definido nas reivindicagbes 11 a 27.

29. Capsula caracterizada pelo fato de que compreende:
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o hidrogel como definido na reivindicacao 28, e

um agente terapéutico encapsulado no referido hidrogel.

30. Capsula, de acordo com a reivindicacdo 29, caracteri-
zada pelo fato de que o referido agente terapéutico compreende uma
preparacao de células.

31. Capsula, de acordo com a reivindicacdo 29, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda:

uma preparacao de células encapsuladas no hidrogel, em
que o agente terapéutico € um agente que € liberado da preparacao
de células.

32. Capsula, de acordo com a reivindicacdo 31, caracteri-
zada pelo fato de que a preparacao de células compreende uma pre-
paracao de ilhotas.

33. Capsula, de acordo com a reivindicacdo 29, caracteri-
zada pelo fato de que o agente terapéutico é selecionado do grupo
consistindo em uma proteina terapéutica, peptideo, anticorpo ou seu
fragmento de ligacdo, mimético de anticorpo, acido nucleico, pequena
molécula, horménio, fator de crescimento, fator angiogénico, citocina,
agente anti-inflamatério, e qualquer combinacao destes.

34. Método de distribuicdo de um agente terapéutico a um
sujeito, sendo o referido método caracterizado pelo fato de que com-
preende:

administracdo da capsula, como definida na reivindicacao
29, ao referido sujeito.

35. Método, de acordo com a reivindicacao 34, caracteri-
zado pelo fato de que a referida administracdo compreende:

implantacao da capsula no sujeito.

36. Método de tratamento de um sujeito diabético, sendo o
referido método caracterizado pelo fato de que compreende:

implantacao da capsula, como definida na reivindicagao 32,
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em um sujeito com diabetes.
37. Monémero caracterizado pelo fato de que tem a For-
mula (ll1):

em que,

N
1l
N

A\
~N
X' estd ausente ou & -

5

1

R4®

NTN
~N
Y'é -~ ou 6
i
i

Z'é o ou 0
m4 € de 1 a 50;
ms & de 0 a 10;
me € de 1 a 50;
R" é H ou C1-¢ alquila;
R* é C+-20 alquila;
R° é Ci-20 alquila; e
R® é C1-20 alquila,
com a condicdo de que, quando X' estiver ausente, Y' nédo
RS

1
sera F|<6

38. Monémero, de acordo com a reivindicacao 37, caracte-
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rizado pelo fato de que tem a Férmula (llla):

\‘%\M/ |W

O

(lla).
39.Monbémero, de acordo com a reivindicacdo 37, caracte-
rizado pelo fato de que tem a Formula (IIIb):

Q m5 mg S
I l@ |
O
R
(llib).

40. Monbmero, de acordo com a reivindicacao 37, caracte-
rizado pelo fato de que tem a Férmula (llic):

oes

41. Monbmero, de acordo com a reivindicacao 37, caracte-
rizado pelo fato de que é selecionado do grupo consistindo em:

NH
o NH o
R N 0
NH N~ “N
N N h
N 8 o { M . NH
N\N \N®\ NH °N “N— \(’1‘3
@ 0N
® Y Je N~
~N=- N~y N O
O
g ° ., 0 - , © e O

42. Rede polimérica caracterizada pelo fato de que com-
preende mondémeros reticulados da Férmula (lll):
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1 1 1
N my X ms Y Mg z

(11).

43. Rede polimérica, de acordo com a reivindicacao 42, ca-
racterizada pelo fato de que os monémeros reticulados da rede sao
iguais.

44. Rede polimérica, de acordo com a reivindicacao 42, ca-
racterizada pelo fato de que os monémeros reticulados da rede sao
diferentes.

45. Rede polimérica, de acordo com a reivindicacao 42, ca-
racterizada pelo fato de que os monémeros séo reticulados com um
reticulador de carboxibetaina diacrilamida (CBAAX).

46. Hidrogel caracterizado pelo fato de que compreende a
rede polimérica como definida na reivindicagao 42.

47. Capsula caracterizada pelo fato de que compreende:

o hidrogel como definido na reivindicacao 46, e

um agente terapéutico encapsulado no referido hidrogel.

48. Capsula, de acordo com a reivindicacao 47, caracteri-
zada pelo fato de que o referido agente terapéutico compreende uma
preparacao de células.

49. Capsula, de acordo com a reivindicacao 47, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda:

uma preparacao de células encapsuladas no hidrogel, em
que o agente terapéutico € um agente que € liberado da preparacao
de células.

50. Capsula, de acordo com a reivindicacao 49, caracteri-
zada pelo fato de que a preparacao de células compreende uma pre-
paracao de ilhotas.

51. Capsula, de acordo com a reivindicacdo 47, caracteri-
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zada pelo fato de que o agente terapéutico é selecionado do grupo
consistindo em uma proteina terapéutica, peptideo, anticorpo ou seu
fragmento de ligacdo, mimético de anticorpo, acido nucleico, pequena
molécula, horménio, fator de crescimento, fator angiogénico, citocina,
agentes anti-inflamatérios, e qualquer combinacao destes.

52. Método de distribuicdo de um agente terapéutico a um
sujeito, sendo o referido método caracterizado pelo fato de que com-
preende:

administracdo da capsula, como definida na reivindicacao
47, ao referido sujeito.

53. Método, de acordo com a reivindicacao 52, caracteri-
zado pelo fato de que a referida administracdo compreende:

implantacdo da capsula no sujeito.

54. Método de tratamento de um sujeito diabético, sendo o
referido método caracterizado pelo fato de que compreende:

implantacao da capsula, como definida na reivindicagao 50,

em um sujeito com diabetes.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "POLIMEROS E HIDROGEIS MODIFICADOS
COM ZWITTERION".

A presente invencao refere-se a um polimero da Férmula
(IV):emque A, X, Q, Y, Z m1, m2, m3, ki1 e k2 sdo conforme descritos
neste documento e em que as unidades monomeéricas do polimero sao
iguais ou diferentes. A presente invencao também se refere a um mo-
nomero da Férmula (lll), em que R", X', Y', Z', m4, ms e ms sdo con-
forme descritos neste documento, e uma rede polimérica compreen-
dendo dois ou mais monémeros da Férmula (lll). A presente invencao
também se refere a um hidrogel compreendendo qualquer um dos po-
limeros e mondémeros descritos neste documento, uma cpsula com-
preendendo o hidrogel, e um método de distribuicdo de um agente te-

rapéutico a um sujeito usando a capsula.
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