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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "POLIMERO
TRIBLOCO BIODEGRADAVEL E COMPOSIGAO POLIMERICA AQUOSA
BIODEGRADAVEL".

A presente invencdo refere-se a copolimeros em bloco bio-
degradaveis, solluveis em agua, de baixo peso molecular, termossensi-
veis, tendo uma alta porcentagem de peso (pelo menos 50 por cento) de
bloco(s) hidréfobo(s), e seu uso para administragdo de drogas por via ,
parenteral, ocular, topica, transdérmica, vaginal, bucal, transmucosal,
pulmonar, transuretral, retal, nasal, oral e auricular. Esta invengéo é tor-
nada possivel pelo uso de polimeros triblocos biodegradaveis termos-
sensiveis com base em blocos de poliéster biodegradavel e de polietile-
no glicol (PEG),que séo descritos em detalhe mais adiante. O sistema &
baseado na descoberta de que apenas um subsistema seleto de tais co-
polimeros em bloco com pesos moleculares relativamente baixos e teor
de polimeros em bloco hidréfobos relativamente alto existem como solu-
¢ao clara a, ou a cerca de, 5°C até 25°C em agua mas, quando a tempe-
ratura € aumentada até cerca da temperatura do corpo (tipicamente
37°C para os humanos), eles interagem espontaneamente para formar
hidrogéis semi-sélidos (isto &, gel) que contém uma alta porcentagem de
agua presa na rede de gel e ainda sdo substancialmente insoltveis em
agua.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO E SUMARIO DA TECNICA ANTERIOR

Recentemente muitos drogas peptideo/proteina, eficazes para

uma variedade de aplicacées terapéuticas, tornaram-se disponiveis comer-
cialmente através dos avancos em DNA recombinante e outras tecnologias.
Entretanto, a degradagdo de polipeptideos ou proteinas, com seu alto peso
molecular, pelas enzimas do sistema gastrointestinal, e a curta meia-vida no
corpo sdo limitadas a administragéo parenteral por vias tais como injegao
intravenosa ou intramuscular ou subcutanea. Muitos drogas peptideos séo
de solubilidade efou estabilidade limitada em transportadores liquidos con-
vencionais e s&o portanto dificeis de se formular e administrar. Também, em

muitos casos, sdo necessarias numerosas administragcdes para se atingir o
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efeito terapéutico esperado por um periodo extenso de tempo A entrega
controlada e a longo prazo de tais polipeptideos ou proteinas é essencial
para preparar a aplicagdo prética destes medicamentos e para utilizar as
drogas derivadas da biotecnologia avangada. Um outro problema é a obedi-
éncia do paciente. E freqiientemente dificil conseguir que um paciente siga
um regime de dosagem prescrito, particularmente quando a prescrigdo esti-
ver em desordem crdnica e o droga tem efeitos colaterais agudos. Portanto,
seria altamente desejavel fornecer um sistema para a distribuicao de drogas,
em particular drogas de polipeptideos e proteina, a uma taxa controlada so-
bre um periodo de tempo prolongado sem os problemas acima mencionados
de forma a otimizar a eficacia terapéutica, minimizar os efeitos colaterais e a
toxicidade, e portanto aumentar a eficiéncia e aumentar a obediéncia do pa-
ciente.

Dispositivos poliméricos carregados de drogas e formas de do-
sagem foram investigados para tratamento terapéutico de longo prazo de
diferentes doengas. Uma propriedade importante do polimero & sua biode-
gradagéo, significando que o polimero pode quebrar-se ou degradar-se den-
tro do corpo em componentes néo toxicos, quer concomitantemente com a
liberagdo da droga, quer apds toda a droga ter sido liberada. Além disto, téc-
nicas, procedimentos, solventes et al. aditivos usados para fabricar o dispo-
sitivo e carregar a droga deveriam resultar em formas de dosagem que se-
jam seguras para o paciente, minimizar a irritagéo dos tecidos em volta e ser
um meio compativel para a droga. Atualmente dispositivos de liberagao con-
trolada biodegradaveis implantaveis séo fabricados de polimeros sdlidos tais
como &cido poliglicdlico, dcido polilatico ou copolimeros dos 4cidos glicdlico
e latico. Devido &s propriedades hidréfobas destes polimeros, o carrega-
mento de drogas e a fabricagdo dos dispositivos usando-se estes materiais
requer solventes orgénicos, por exemplo, cloreto de metileno, cloroformio,
acido acético ou dimetil formamida. Devido a natureza toxica de alguns sol-
ventes, a secagem extensa para remover o solvente em excesso é geral-
mente necessaria apds este processo. Em muitos casos o dispositivo poli-

mérico final é fabricado em uma forma sélida distinta (por exemplo, esfera,
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placa ou vara requerendo um procedimento de implantagao que freqliente-
mente resulta em trauma para o tecido.

Atualmente ha poucos materiais poliméricos sintéticos ou natu-
rais que podem ser usados para a entrega controlada de drogas, incluindo
os peptideos e proteinas, devido aos estritos requisitos reguladores de flexi-
bilidade, tais como biocompatibilidade, tendo um caminho de degradagao
claramente definido, e seguranga dos produtes de degradagéo. Os polime-
ros biodegraddveis mais amplamente investigados e avangados com relagao
aos dados toxicoldgicos e clinicos disponiveis sdo os alifaticos poli (o-
hidroxi-acidos), tais como poli (D,L- ou L- Acido latico) (PLA) e poli (cido
gliclico) (PGA)e seus copolimeros (PLGA). Esses polimeros estédo comerci-
almente disponiveis e estdo presentemente sendo usados como suturas bi-
oabsorventes. Um sistema aprovado pela FDA para liberagéo controlada de

t M & também baseado em copolime-

acetato de leuprolida, o Lupron Depo
ros PLGA. O Lupron Depot " consiste em micro esferas injetaveis, que libe-
ram acetato de leuprolida por um periodo prolongado (por exemplo, cerca de
30 dias) para o tratamento de céncer da préstata. Com base nesta historia
de uso, os copolimeros PLGA tém sido o material de escolha no projeto ini-
cial de sistema de entrega de drogas com liberagdo parenteral controlada
usando-se um transportador hiodegradavel.

Embora tenha havido algum sucesse limitado, estes polimeros
tém problemas associados com suas propriedades psicoquimicas e métodos
de fabricagdo. Macromoléculas hidrdfilas, tais como polipeptideos, néo po-
dem se difundir imediatamente das matrizes hidréfobas ou membranas de
polilactideos. A carga de drogas e o dispositivo de fabricagdo usando o PLA
e o PLGA freqlientemente necessitam de solventes organicos toxicos, e a
forma de dosagem solida pode induzir mecanicamente a irritagéo dos teck-
dos,

A. S. Sawhney e J. A. Hubbel, J. Biomed. Mat. Res,, 24. 1197-
1411 (1990) sintetizaram terpolimeros de D,L-lactideo, glicolideo e ¢
caprolactama que se degradam rapidamente in vifro. Por exemplo, uma

composi¢do terpolimero de 60% glicolideo, 30% lactideo e 10% e
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caprolactona mostrou uma meia-vida de 17 dias. A hidrofilidade do material
foi aumentada pela copolimerizagdo com um tensoative poloxdmero (Pluro-
nic F-68). Este poloxamero é um copolimero em bloco compreendendo cer-
ca de 80% em peso de um bloco de poli{oxipropileno) relativamente hidréfo-
bo e 20% em peso de um bloco de poli(oxietileno) hidréfilo. A copolimeriza-
cdo com o poloxdmero resultou em um material mais forte e parcialmente
cristalino que era mecanicamente estavel a temperaturas fisiolégicas (por
exemplo, 37°C) em agua. A meia-vida deste copolimero foi ligeiramente au-
mentada comparada com o polimero base. Entretanto, sabe-se que os ten-
soativos do tipo poloxamero ndo séo biodegradaveis.

Um material 6timo para uso como dispositivo de entrega de dro-
gas poliméricos injetaveis ou implantaveis deveria ser biodegradavel, com-
pativel com drogas hidréfilos ou hidréfobos, e permitir a fabricagéo com sol-
ventes simples e seguros, tais como a dgua, e ndo necessite polimerizagao
adicional ou outra ligacdo covalente formando reagdes seguida de adminis-
tragéo.

Um sistema que pode ser fabricado em solugéo aquosa € uma
classe de copolimeros em blocos referidos acima e comercializados sob o
nome comercial de Pluronic®. Esses copolimeros sdo compostos de dois
diferentes polimeros em blocos, isto €, blocos hidréfilos poli(oxietileno) e blo-
cos hidréfobos poli(oxipropileno) para fazer um tribloco de poli{oxietileno)-
poli(oxipropileno)-poli{oxietileno). Os copolimeros tribloco absorvem a agua
para formar gel que exibem comportamento de congelamento térmico inver-
so. Entretanto, o sistema Pluronic® ndo é biodegradével e as propriedades
de gel (gel soltivel em dgua) e de cinética de liberago de drogas (muito ra-
pida) daqueles géis ndo se mostraram Uteis e necessitam de uma melhora
substancial.

H& uma forte necessidade de materiais hidréfilos biodegradaveis
que possam ser usados para incorporar drogas polipeptideos soluveis em
agua em solugdo. A. S. Sawhney et al., Macromolecules, Vol. 26, N® 4, 581-
589 (1993) sintetizaram macrémeros tendo um bloco central de polietileno

glicol, estendido com oligdmeros de acidos o-hidroxi tais como oligo(D,L-
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acido latico) ou oligo(acido glicdlico) e terminados com grupos acrilato.
Usando-se fotoiniciadores néo toxicos, esses macrdmeros podem ser rapi-
damente polimerizados com luz visivel. Devido a multi funcionalidade dos
macrémeros, a polimerizagdo resulta na formagao de géis de ligagao cruza-
da. Os géis se degradam na hidrdlise das regides oligo(acido c-hidroxi) em
polietileno glicol, o &cido e-hidroxi, e oligo(acido acrilico), e suas taxas de
degradagdo podem ser modeladas pela escelha apropriada do oligo (acido
o-hidroxi) de menos de 1 dia até 4 meses. Entretanto, neste sistema, um
componente adicional, um fotoiniciador, &€ empregado, bem como uma rea-
¢éo de ligagédo cruzada formadora de ligagbes covalente. Uma performance
altamente variavel de pessoa para pessoa resultaria nesta aproximagéo de-
vido as diferencas entre as pessoas na espessura e opacidade da pele.

Okada et al., Patente japonesa 2-78629 (1990) sintetizaram
materiais copolimeros em blocos biodegradaveis por transesterificagdo do
poli (acido latico) (PLA) ou do poli {acido l4tico) acido glicdlico (PLGA) e do
polietileno glicol (PEG). A faixa de peso molecular para o PLGA foi de 400 a
5.000 e para o PEG de 200 a 2.000. A mistura foi aquecida a 100°C até
250°C por 1 a 20 horas sob uma atmosfera de nitrogénio. O produto era
miscivel com agua e formou um hidrogel; entretanto, ele precipitou na agua
acima da temperatura ambiente. Em outras palavras, a solubilidade na agua
e as interagdes da cadeia interpolimera mudaram com a temperatura. Este
polimero é similar aos polimeros descritos nas patentes Churchill descritas
abaixo e é utilizado como uma suspenséo aquosa ou moldado em um bloco
solido para implantagdo. Néo hd indicacio de que este polimero exibe pro-
priedades de congelamento térmico inversas e portanto tem que ser injetado
como uma solugéo ao invés de como uma solugéo coloidal de polimero.

T. Matsuda, ASAIO Journal, M512-M517 (1993) usou um gel
polimero biodegradavel para entregar um potente agente proliferativo pepti-
dil, angiopeptina, para evitar a hiperplasia micintima que ocotre quando um
vaso sangliineo doente & substituido por um enxerto artificial ou tratado com
um dispositivo intravascular, Um liquido altamente viscoso de um copolimero

em bloco composto de segmentos de blocos de poli (4cido latico) e polietile-
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no glicol (PLA-PEG) foi usado como um veiculo revestivel de drogas i situ,
Os materiais foram fornecidos pela Taki Chemical Co, Ltd., Hyogo, Japao.
Uma liberagao lenta prolongada de angiopeptina do gel polimero, consistin-
do em 0,5 g PLA-PEG e 0,5mg de angiopeptina, foi observado in vitro apés
algumas poucas semanas quando o gel foi mantido em uma solugéo tampo-
nada mantida a 37°C. Néo foi observada nenhuma liberagéo precoce de an-
giopeptina. Baseado nestes resultados, a liberagao de angiopeptina susten-
tada local do gel polimérico biodegradavel que foi revestido no vaso sangui-
neo machucado in vivo foi teorizado como eficaz.

L. Martini et al., J. Chem. Soc., Faraday Trans., 90 (13), 1961-
1966 (1994) sintetizou copolimeros tribloco do tipo ABA de peso molecular
muito baixo incorporando poli (s-caprolacona) hidréfilo, que é conhecido
como sujeito a degradagéo in vivo pelo corte da cadeia hidrolitica envolven-
do as ligagdes de ésteres, e informou as propriedades da solugéo dos copo-
limeros em bloco PCL-PEG-PCL. Uma nebulosidade foi observada visual-
mente quando uma solugdo aquosa do copolimero em bloco foi aquecida
lentamente. Os pontos de nebulosidade de 2% em peso das solucbes aquo-
sas dos copolimeros estavam a 65°C e 55°C para PCL-PEG-PCL
(450:4000:450) e PCL-PEG-PCL (680:4000:680), respectivamente. O con-
gelamento inverso ao resfriar as solugdes de PCL-PEG-PCL (680:4000:680)
foi observado em concentragdes criticas e temperaturas variando de 13 % a
25°C até 30% a 80°C.Nenhuma transi¢ao inferior gel/sol foi observada no
posterior resfriamento da solugéo até 0°C. A taxa de degradagéo in vitro do
PCL-PEG-PCL (680:4000:680) foi muito lenta. Apenas uma queda de cerca
de 20% na massa molar {do GPC) foi observada apés um periodo de 16
semanas. Tal degradag&o lenta ¢ insuficiente para um veiculo pratico de i-
beragao de drogas.

Churchill et al., Patente U. S. 4,526,938 e 4,745,160 mostram
copolimeros que ou séo auto-dispersiveis ou podem ser torados auto-
dispersiveis em solugdes aquosas. Esses copolimeros sdo copolimeros tri-
bloco ABA ou em bloco AB compostos de biocos A hidréfobos, tais como
polilactideos (PLA) ou poli (lactideo-co-glicolideo) (PLGA), peso de menos
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de 5000 é funcional. Além disso, ndo ha exemplo de polimeros do tipo ABA
diferente das altas moléculas sem o uso de solventes organicos e blocos B
hidréfilos, tais como poliéster glicol (PEG) ou polivinil pirrolidona. Preferivel-
mente, para ser auto-dispersiveis em dgua sem o uso de solventes orgéni-
cos, estes polimeros devem conter mais de 50% em peso de componente
hidréfilo (bloco B) se comparado ao componente hidréfobo (bloco A) ou, séo
copolimeros onde o componente hidrofobo (bloco A) tem um peso molecular
médio de menos de 5.000. Embora os polimeros que tém um peso molecular
médio baixo como 1000 sejam mencionados, néo ha ensinamento direto do
uso de tais polimeros, ou que os polimeros do tipo ABA tendo polimeros
com peso molecular polimeros tendo um teor hidréfobo de pelo menos 50%
em peso. N&o ha indicagao de que sem o uso de solventes organicos estes
copolimeros em bloco sejam solGveis em solugdes aquosas a qualquer tem-
peratura, nem ha qualquer indicagdo que as drogas/polimeros possam ser
administrados como uma solugdo. De preferéncia, a administragéo € descrita
como uma suspenséo coloidal do polimero, ou, dispersées drogas/poiimero
s80 secas a ftio em um pé e processadas por moldagem de compresséo
para formar um sélido adequadc para uso como uma férmula de deposito
implantavel. Suspensbes aquosas droga/polimero ou dispersdes sac dois
sistemas de fases onde a fase polimero dispersada é suspensa na fase con-
tinua aquosa. Tais dispersGes ndo sdo adequadas para Uso em situagdes
onde processos de filtragem estéreis sdo necessarios para remover particu-
las bacterianas ou outras particulas téxicas, como qualquer outro processo
também removeria as particulas de droga/polimero e resultaria em doses
sub-terapéuticas. Copolimeros em bloco do tipo ABA que sejam sollveis em
4gua e que congelem termicamente ndo estdo incluidos nas patentes de
Churchill et al..

Das discussdes acima deve ser observado que géis conhecidos
que sdo termicamente reversiveis {por exemplo, Pluronics®) néo s&o ine-
rentemente Uteis como sistemas de entrega de drogas. Embora haja copoli-
meros em bloco que possuem propriedades inversas de congelamento ter-

mico, a estes géis faltam as caracteristicas criticas necessarias para controle
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da liberagéo das drogas por um periodo prolongado e a toxicidade presente
ou as consequéncias da biocompatibilidade devido & sua néo biodegradabi-
lidade. Assim, enquanto a propriedade inversa de congelamento térmico €
reconhecida universaimente como Unica e potencialmente altamente Uil no
campo da entrega de drogas, ainda tem que haver um sistema desenvolvido
que possua as propriedades necessarias para um sistema viavel.
OBJETIVOS E SUMARIO DA INVENGAO

E um objetivo da presente invengao fomecer sistemas de entre-

ga de drogas copolimeros tribloco com baixo peso molecular que sejam bio-
degradaveis, exibam comportamento inverso de congelamento térmico, a
saber, exista como uma solugdo liquida a baixas temperaturas, forme géis
reversivelmente a temperaturas fisiologicamente relevantes, e forega boas
caracteristicas de distribui¢io de drogas.

Um outro objetivo da presente invengéo é fornecer um sistema
de distribuigdo de drogas para a administragéo parenteral de drogas hidrofi-
los e hidréfobos, drogas peptideos e proteinas, hormonios, acidos ge-
nes/nucleico, oligonucleotideos e agentes anticancer.

Ainda um outro objetivo desta invengdo € fomecer um método
para a administragéo parenteral de drogas em uma matriz polimérica biode-
gradavel resultando na formagéo de um depdsito de gel dentro do corpo, do
qual os drogas s&o liberados a uma taxa controlada.

Estes et al. objetivos séo executados por meio de um copolimero
em bloco do tipo ABA - ou BAB - tendo um peso molecular medio de entre
cerca de 2000 e 4990 consistindo em cerca de 51 a 83% em peso de um
polimero em bloco hidréfilo A compreendendo um poliéster biodegradavel e
cerca de 17 a 49% em peso de um polimero em bloco hidréfilo B de polieti-
leno glicol (PEG). Preferivelmente, o poliéster biodegradavel é sintetizado de
mondmeros selecionados do grupo consistindo em D,L-lactideo, L-lactideo,
D,L-acido latico, D-acido latico, L-4cido latico, glicolideo, acido glicdlico, &-
caprolactona, e-hidroxi acido hexondico, y-butirolactona, y-hidroxi acido buti-
fico, &-valerolactona, &-hidroxi 4cido valérico, acidos hidro-oxi-butirico, acido

malico, e seus copolimeros. Mais preferivelmente o poliéster biodegradavel é
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sintetizado dos mondmeros selecionados do grupo consistindo em D,L-
lactideo, D-lactideo, L-lactideo, D,L-acido latico, D-4cido latico, L-acido lati-
co, glicolideo, 4cido glicdlico, e-caprolactona, e-hidroxi acido hexondico e
seus copolimeros. Mais preferivelmente, o poliéster biodegradavel ¢ sinteti-
zado dos mondmeros selecionados do grupo consistindo em D,L-lactideo, D-
lactideo, L-iactideo, D,L-acido latico, D-acido latico, L-acido latico, glicolideo,
acido glicélico, e seus copolimeros.

O polietileno glicol (PEG) é também algumas vezes referido
como poli (etileno dxido) (PEO) ou poli(oxietileno) e os termos podem ser
usados intercambiavelmente para os propdsitos desta invengao.

No bloco A hidréfobo, o teor de lactato estd entre cerca de 20 a
100, preferivelmente cerca de 20 a 80 moles por cento e mais prefetivel-
mente entre cerca de 50 a 80 moles por cento. O teor de glicolato esta entre
0 e 80 moles por cento, preferivelmente entre cerca de 20 a 80 moles por
cento e mais preferivelmente entre cerca de 20 a 50 moles por cento.

Objetivos e vantagens adicionais desta invengéo tornar-se-do
aparentes dos seguintes sumario e descricdo detalhada das varias repre-
sentagdes que constituem esta invencao.

Conforme usados aqui 0s seguintes termos deverao ter os signi-
ficados designados:

"Parenteral" deverd significar intramuscular, intraperitoneal, intra-
abdominal, subcutdneo, e, até a extensdo possivel, intravenosa e intra-
arterial.

"Temperatura de congelamento" significa a temperatura na qual
o copolimero em bloco biodegradavel submete-se ao congelamento térmico
inverso, isto &, a temperatura abaixo da qual o copolimero em bloco € soli-
vel em 4gua e acima da qual o copolimero em bloco submete-se a transigao
de fase para aumentar em viscosidade ou para formar um gel semi sdlido.

Os termos "temperatura de congelamento” ¢ "temperatura de
congelamento térmico inverso" ou similares deverdo ser usadas intercambi-
avelmente ao referir-se a temperatura de congelamento.

"Solugdo polimera’, "solugo aquosa’ e similares, quando usa-
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das em referéncia a um copolimero em bloco biodegradavel contido em tal
solugdo, deverdo significar uma solugéo com base de dgua tendo tal copoli-
mero em bloco ali dissolvido a uma concentragéo funcional, e mantido a uma
temperatura abaixo da temperatura de congelamento do copolimero em blo-
co.

“Congelamento térmico inverso' é o fendmeno onde uma solu-
¢&o de um copclimero em bloco aumenta a viscosidade espontaneamente, e
em muitas instancias se transforma em um gel sélido, a medida que a tem-
peratura da solugdo € aumentada acima da temperatura de congelamento
do copolimero. Para o propésito da invengao, o termo "gel" inclui tanto o es-
tado de gel semi-sdlido quanto o estado de alta viscosidade que existe aci-
ma da temperatura de congelamento. Quando resfriado abaixo da tempera-
tura de congelamento o gel reverte espontaneamente para corrigir a solugéo
de baixa viscosidade. Estes ciclos entre a solugdo e o gel podem ser repeti-
dos ad infinitum, porque a transicdo sol/gel néo envolve qualquer mudanga
na composicao quimica do sistema polimero. Todas as interagBes para criar
o gel sdo de natureza fisica e néo envolvem a formagdo ou a quebra de liga-
¢Oes covalentes.

"Liquido de entrega de drogas" ou "liquido de entrega de drogas
que tém propriedades inversas de congelamento térmico" deve significar
uma solugdo polimera que contenha a droga (a droga per se pode ou ser
dissolvido ou ser coloidal) adequado para a administragdo a um animal de
sangue quente que forma um depésito de droga em forma de gel quando a
temperatura for aumentada até ou acima da temperatura de congelamento
do copolimero em bloco.

"Depésito” significa a administragdo de um liquido de entrega de
drogas a um animal de sangue quente que tenha formado um gel quando a
temperatura foi aumentada até ou acima da temperatura de congelamento.

"Gel" significa a fase semi-sdlida que ocorre espontaneamente &
medida que a temperatura da "solugdo polimera" ou "liquido de entrega da
droga" é aumentada até ou acima da temperatura de congelamento do co-

polimero em bloco.
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"Composicio polimera aquosa" significa ou um liquido de entre-
ga de drogas ou um gel compreendendo a fase de agua tendo ali contido
uniformemente uma droga e o copolimero em bloco biodegradavel. A tempe-
raturas abaixo da temperatura de congelamento ¢ copolimero pode ser solu-
vel na fase de agua e a composigdo serd uma solugao. A temperaturas no
nivel ou acima da temperatura de congelamento o copolimero solidificara
para formar um gel com a fase de agua, e a composi¢&o serd um gel ou
semi-sélido.

"Biodegradavel" significa que o copolimero em bloco pode se
decompor ou degradar dentro do corpo para formar componentes néo toxi-
cos. A taxa de degradacéo pode ser a mesma ou diferente da taxa de libera-
¢do de droga.

"Droga" deve significar qualquer composte ou substéncia organi-
ca ou inorganica que tenha bioatividade e adaptada ou usada para propdsito
terapéutico. Proteinas, hormdnios, agentes anti-cancer, oligonucleotideos,
DNA, RNA, e terapias de genes estdo incluidas sob a ampla definico de
droga.

"Peptideo’, "polipeptidec’, "oligopeptideo” e “proteina’ devem
ser usadas intercambiavelmente quando referir-se a drogas peptideos ou
proteinas e ndo devem ser limitados a qualquer peso molecular particular,
seqiiéncia de peptideos ou comprimento, campo de bioatividade ou uso te-
rapéutico a menos que declarado especificamente.

"Poli(lactideo-co-glicolideo)" ou "PLGA" deve significar um copo-
limero derivado da copolimerizagdo de condensagéo do écido latico e do
acido glicdlico, ou, pela polimerizagdo da abertura do anel dos precursores
acidos o-hidroxi, tais como lactideo ou glicolideo. Os termos "lactideo’,
"lactato", "glicolideo" e glicolato séo usados intercambiavelmente.

"Poli(lactideo)" ou "PLA" deve significar um polimero derivado da
condensagéo do écido latico ou pela polimerizagéo da abertura do anel do
lactideo. Os termos "lactideo" e "lactato" sdo usados intercambiavelmente.

"Poliésteres biodegradéveis" refere-se a quaisquer poliésteres

biodegradéveis, que sdo preferivelmente sintetizados de mondmeros seleci-
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onados do grupo consistindo em D,L-lactideo, D-lactideo, L-lactideo D,L-
dcido 1atico, D-dcido lafico, L-acido lético, glicolideo, écido glicdlico, e-
caprolactona, e-hidroxi acido hexondico, y-butirolactona, yhidroxi acido buti-
fico, 8-valerolactona, &-hidroxi 4cido valérico, acidos hidro-oxi-butiticos, aci-
do malico e seus copolimeros.

Portanto, a presente invengéo é baseada na descoberta de co-
polimeros do tipo ABA ou BAB, onde 0s blocos A s&o polimeros em bloco A
relativamente hidréfobos compreendendo um poliéster biodegradavel e os
blocos B séo polimeros em bloco B relativamente hidréfilos compreendendo
polietileno glicol (PEG), tendo um teor hidréfobo de entre cerca de 51 a 83%
em peso e um peso molecular total do copolimero em bloco de entre cerca
de 2000 e 4990, e que mostra solubilidade em dgua a baixa temperatura e
que submete-se ao congelamento térmico inverso a temperaturas fisiologi-
cas do corpo dos mamiferos. Com t&o alto teor hidréfobo ndo & esperado
que tais copolimeros em bloco fossem solGveis em agua. Geralmente é en-
sinado que qualquer polimero que tenha um teor hidréfobo acima de 50%
em peso é substancialmente insol(ivel em dgua e pode apenas ser tornado
apreciavelmente solivel em sistemas aquosos, se isso for possivel, quando
uma cetta quantidade de um co-solvente organico tiver sido adicionada.

Portanto, é basica para a presente invengao a utilizagdo de um
copolimero em bloco que tenha segmentos hidréfobos ou bloco A e seg-
mentos hidréfilos ou bloco B. Geralmente os copolimeros em bloco serao
copolimeros tribloco do tipo ABA ou BAB. Entretanto, o copolimero em bloco
poderia também ser um copolimero multiblocos tendo unidades AB ou BA
repetidas para fazer copolimeros A(BA)n ou B(AB)n onde n & um nimero
inteiro de 2 a 5.

Ambos os copolimeros tribloco dos tipos ABA e BAB podem ser
sintetizados pela polimerizagdo da abertura do anel, ou polimerizagao por
condensagéo conforme os esquemas de reagéo descritos na Patente U.S.
5,702,717, e pedido de Patente U.S. 08/943,167 co-pendente, arquivada em
10/3/97, e 09/164,865 arquivada em 10/1/98, e totalmente incorporadas aqui

como referéncia.
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Os copolimeros em bloco que tém utilidade cemo descrito nesta
invengao obedecem aos critérios resumidos na Tabela 1, ou seja, tém cons-
tituigio de composigao dentro das faixas indicadas que resultam em copoli-
meros em bloco que demonstram o desejado comportamento de congela-
mento térmico inverso. Com o propdsito da descricdo dos pardmetros peso
molecular, todos os valores de pesos moleculares informados estao basea-
dos em medidas pelas técnicas analiticas de NMR ou GPC (cromatografia
de penetragéo do gel). Os pesos molecuiares médios informados e o nimero
de pesos moleculares médios foram determinados pelo GPC e pelo NMR
respectivamente. A razéo lactideo/glicolideo informada foi calculada dos da-
dos NMR. A analise GPC foi executada em uma coluna Styragel HR-3 cali-
brada com PEG usando deteccao Rl e cloroférmio como eluente, ou em uma
combinagdo de Phenogel, leito misto e Fenogel, colunas 500 A calibradas
com PEG usando detecgéio Ri e tetrahidrofurano come eluente. O espectro
NMR foi tomado em CDClz em um instrumento Bruker de 200 MHz.

Tabela 1

Peso molecular médio total:
Teor de PEG: 2000 até 4990

Teor total de poliéster: 17 até 49% em peso

Teor de lactato: 51 aié 83% em peso
Teor de glicolato: 20 até 100 por cento em mol
Comportamento: » sollvel em agua abaixo a tempera-

tura de congelamento
» géis acima da temperatura de

congelamento

O polimero em bloco biodegraddvel hidréfobo A compreendendo
um poliéster sintetizado dos mondmeros selecionados do grupo consistindo
em D, L-lactideo, D-lactideo, L-lactideo, D,L acido latico, D-acido latico, L-
acido latico, glicolideo, &cido glicdlico, e-caprolactona, e-hidroxi acido hexo-
néico, y-butirolactona, y-hidroxi acido butitico, 3-valerolactona, &-hidroxi acido
valérico, acidos hidro-oxi-butiricos, écido malico e seus copolimeros. Calcu-

lando-se dos valores o peso molecular total e a porcentagem em peso dos
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polimeros em bloco A e B conforme dado na Tabela 1, e assumindo que o
peso molecular médio de cada um dos blocos A em um copolimero tribloco
ABA ou dos blocos B em um copolimero tribloco BAB s&o essencialmente 0s
mesmos, o0 peso molecuiar médio do bloco polimérico A esta entre 600 e
3000.

Por calculos similares o segmento hidréfilo bloco B é preferivel-
mente polietileno glicol (PEG) tendo um peso molecular médio de entre cer-
ca de 500 e 2200.

Tanto os copolimeros tribloco do tipo ABA quanto os do tipo BAB
podem ser sintetizados por polimerizagéo da abertura do anel ou polimeriza-
¢do de condensagdo conforme os esquemas de reagéo descritos na Patente
U.S. 5,702,717 e Pedido de Patente U.S. N 08/943,167, totalmente incorpo-
radas aqui como referéncia. Por exemplo, os blocos B (PEG) podem ser
acoplados aos blocos A (poliésteres) por ligagdes éster ou uretano e simila-
res. Os procedimentos de polimerizagéo por condensagéo e a polimerizagao
pela aberiura do anel podem ser utilizados como o acoplamento de um bloco
B hidréfilo monofuncional a qualquer extremidade de um bloco B hidréfobo
difuncional na presenca de agentes de acoplamento tais como isocianatos.
Além disso, as reagdes de acoplamento podem seguir a ativagéo de grupos
funcionais com agentes de ativagio tais como carbonil diimidazol, anidrido
sticcinico, N-hidroxi succinimida e cloroformiato de p-nitrofenila e similares.

O bloco B hidréfilo é formado de PEG de pesos moleculares
apropriados. O PEG foi escolhido como bloco hidréfifo, soltvel em agua de-
vido a sua biocompatibilidade Unica, nao toxicidade, hidrofilicidade, proprie-
dades de solubilizacéo, e liberagéo rapida de um corpo de um paciente.

Os blocos A hidréfilos séo ufilizados devido as suas proprieda-
des biodegradaveis, biocompativeis e de solubilizagao. A degradagao in vitro
g in vivo destes blocos A poliéster hidréfilos biodegradéveis é bem entendida
e os produtos da degradagéo sdo compostos que ocorrem naturalmente que
s&0 prontamente metabolizados e/ou eliminados pelo corpo do paciente.

Surpreendentemente, a percentagem do peso total do bloco A

de poliéster hidréfobo relativo aquele do bloco B PEG hidrdfilo € alto, por
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exemplo, entre cerca de 51 e 83% em peso, e mais preferivelmente entre
cerca de 65 e 78% em peso, apesar do polimero tribloco resultante reter a
solubilidade em dgua desejada e as propriedades inversas de congelamento
térmico. E uma descoberta inesperada que um bloco copolimero com téo
grande proporgdo de um componente hidréfobo pudesse ser solivel em
dgua abaixo das temperaturas normais, tais como temperaturas de refrige-
radores (5°C). Acredita-se que esta caracteristica desejével de solubilidade é
tornada possivel mantendo-se um peso molecular total baixo de todo o co-
polimero tribloco de entre 2000 e 4990. Assim, os copolimeros em bloco bi-
odegradaveis sollveis em agua que possuam propriedades de congela-
mento termicamente reversiveis sdo preparados, onde o bloco ou blocos B
hidréfilo respondem por cerca de 17 a 49% em peso do copolimero e os blo-
cos ou hloco A hidrofébicos respondem por cerca de 51 a 83% em peso do
copolimero. Em uma modalidade preferida, os blocos A (poliésteres) podem
compreender entre 65 a 78% em peso do copolimero e os blocos B (PEG)
podem compreender entre cerca de 22 a 35% em peso do copolimero. Além
disso, O peso molecular médio total preferido de todo o copolimero tribloco
sera de entre 2800 e 4890.

A concentragdo na qual os copolimeros em bloco sdo soluveis
as temperaturas abaixo da temperatura de congelamento pode ser conside-
rada com a concentracdo funcional. Geralmente falando, baixas concentra-
¢des de copolimeros em bloco de 3% até 50% em peso podem ser usadas e
ainda serem funcionais. Entretanto, concentragdes na faixa de cerca de 5 a
40% s&o preferidas e concentragtes na faixa de cerca de 10 a 30% em peso
s&o mais preferidas. De forma a obter uma transicdo viavel da fase gel com
0 copolimero, uma certa concentragdo minima, por exemplo, 3% em peso, &
necessaria. As menores faixas de concentragdo funcionais, a transigdo de
fase pode resultar na formagdo de um gel fraco. Em concentragbes mais
altas, uma rede de gel forte é formada.

A mistura do copolimero biodegradavel e das drogas pepti-
deo/proteina, e/ou outros tipos de drogas, pode ser preparada como uma

solugdo aquosa do copolimero abaixo da temperatura de congelamento para
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formar um liquido de entrega de droga onde o droga pode ser ou parcial-
mente ou completamente dissolvido. Quando o droga é parcialmente dissol-
vido, ou quando o droga é essencialmente insollvel, o droga existe em um
estado coloidal tal como uma suspens&o ou emulsdo. O liquido de entrega
do droga é entdo administrado parenteralmente, topicamente, transdermi-
camente, transmucosamente, inalado ou inserido em uma cavidade tal como
por administragdo ocular, vaginal, transuretal, refal, nasal, oral, bucal, pul-
monar ou aural a um paciente, onde sera submetido a um congelamento
térmico inverso uma vez que a temperatura do corpo estara acima da tempe-
ratura de congelamento.

O sistema causara uma toxicidade minima e uma irritagdo me-
canica minima aos tecidos em volta devido & hiocompatibilidade dos materi-
ais e a flexibilidade do gel, e sera completamente biodegradado para acido
|4tico, acido glicdlico et al. mondmeros correspondsntes dentro de um inter-
valo de tempo especifico. A liberagéo da droga, a resisténcia do gel, a tem-
peratura de congelamento e a taxa de degradagéo podem ser controladas
pelo projeto e preparagdo adequados dos vdrios copolimeros em blocos, a
saber, através de modificagdes do peso percentual dos blocos A e dos blo-
cos B, as porcentagens em mol de lactato e de glicolato, e o peso molecular
e a polidispersibilidade dos copolimeros tribloco ABA ou BAB. A liberagao da
droga é também controlavel através do ajuste da concentragdo do polimero
no liquido de entrega da droga.

Uma forma de dosagem compreendendo uma solugéo do copo-
limero em bloco que contém ou a droga dissolvide ou o droga como uma
suspenséo ou emulséo é administrada ao corpo. Esta férmula se transforma
espontaneamente em gel, devido as propriedades inversas de congelamento
térmico do copolimero em bloco, para formar um depésito de droga & medi-
da que a temperatura da férmula aumenta até a temperatura do corpo. A
tinica limitagdo a quanto droga pode ser carregado na férmula € a de funcio-
nalidade, a saber, o carregamento de droga pode ser aumentado até que as
proptiedades de congelamento térmico do copolimero sejam afetadas ad-

versamente até um grau inaceitavel, ou até que as propriedades da formula
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sejam afetadas adversamente a um grau que tome a administragéo da for-
mula inaceitavelmente dificil. Geralmente falando, é antecipado que em
muitas instancias o droga completara entre 0,01 até 20% em peso da for-
mula, com faixas entre cerca de 0,01 a 10% sendo altamente comum. Estas
faixas de carga de droga ndo sdo limitativas da invengdo. Desde que a fun-
cionalidade seja mantida, as cargas de droga fora destas faixas caem dentro
do escopo da invengio.

Uma vantagem distinta para as composi¢des do assunto desta
invencao esta na capacidade do copolimero em bloco em aumentar a solubi-
lidade de muitas substancias de drogas. A combinagdo de bloco(s) A hidré-
fobo(s) e bloco(s) B hidréfilo(s) tornam o copolimero em bloco anffitico na
natureza. Neste aspecto funciona mais como um sabdo ou tensoativo de
superficie por ter ambas as propriedades hidréfilas e hidréfobas. Isto é parti-
cularmente vantajoso na solubilizagao de drogas hidréfobos ou pobremente
soltveis em agua tais como ciclosporina e paclitaxel. O que é surpreendente
é 0 grau de solubilizagdo de droga da maioria, se ndo de todos os dorgas
uma vez que o maior componente do copolimero em bloco é o teor do bloco
A hidréfilo. Entretanto, conforme ja discutido, embora o{s) bloco(s) polime-
ro(s) hidréfobo(s) seja(m) o(s) maior(es) componente(s), o copolimero em
bloco é sollvel em agua e foi descoberto que ha um aumento adicional na
solubilidade da droga quando ¢combinado em uma fase aquosa do copolime-
1o em bloco.

Uma outra vantagem da composicdo da invengdo esta na capa-
cidade do copolimero em bloco para aumentar a estabilidade quimica de
muitas substincias de drogas. Varios mecanismos para a degradacao das
drogas, que levam a uma instabilidade quimica da droga, observou-se que
foram inibidos quando a droga esta em presenca do copolimero em bloco.
Por exemplo, paclitaxel e ciclosporina A sdo substancialmente estabilizados
na composi¢éo aquosa do polimero da presente invengao relativa a certas
solugBes aquosas destas mesmas drogas na presenga de co-solventes or-
génicos. Este efeito de estabilizagio no paclitaxel e ciclosporina A é apenas

ilustrativo do efeito que pode ser alcangade com muitas outras substancias
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de drogas.

Em certas situagdes a droga polimero carregado pode ser admi-
nistrado no estado de gel em vez de uma solugdo. O congelamento pode ser
o resultado do aumento da temperatura de uma solug@o polimera carregada
de drogas até acima da temperatura de congelamento do polimero antes da
administragéo, ou pode ser causado pelo aumento da concentragéo do poli-
mero na solugio até acima da concentragdo de saturagdo na temperatura de
administragéo, ou pode ser causado pela adi¢io de aditivos para a solugéo
polimera que faz a solugéo tornar-se gel. Em qualquer evento, o gel assim
formado pode ser administrado parenteralmente, topicamente, transdermi-
camente, fransmucosamente, inalado ou inserido em uma cavidade tal como
ocular, vaginal, bucal, transuretal, retal, nasal, oral, pulmonar ou administra-
¢éo aural.

Esta invencgéo ¢ aplicvel a agentes bioativos e drogas de todos
os tipos incluindo acidos nucléicos, horménios, agentes anti-cancer, e ofere-
ce uma forma néo usualmente eficaz de entregar polipeptideos e proteinas.
Muitos peptideos instaveis e drogas proteinas sdo influencidveis até a for-
mula dos copolimeros em bloco da invengéo e podem se beneficiar do pro-
cesso de congelamento térmico inverso aqui descrito. Enguanto ndo especi-
ficamente limitado ao que se segue, exemplos de polipeptidecs e proteinas
farmaceuticamente Uteis podem ser selecionados do grupo consistindo em
eritroproietina, oxitocina, vasopressina, horménic adrenocorticotrépico, fator
de crescimento epidérmico, fator de crescimento de derivado de plagueta
(PDGF), prolactina, lulibetina, liberagdo de horménio luteinizante (LHRH),
agonista de LHRH, antagonista de LHRH, horménio de crescimento (huma-
no, suino, bovino, etc.), fator de liberag@o de horménio de crescimento, insu-
lina, somatostatina, glucagon, interleucina-2 (IL-2), interferon-a, B ou v, gas-
trina, tetragastrins, pentagastrins, urogastrona, secretina, calcitonina, ence-
falina, endorfinas, angiotensinas, hormdnio de liberagdo de tireotrofina
(TRH), fator de necrose de tumor (NGF), fator de estimulo de colonia de ma-
créfago de granuldcito (GM-CSF), fator de estimulo de coldnia de macrétago

(M-CSF), heparinase, proteina morfogénica dssea (BMP), hANP, peptideos



10

15

20

25

30

19

tipo glucagon (GLP-1), interleucina-11 (IL-11), renina, bradocomoma, baci-
tracinas, polimixinas, colistinas , tirocidina, gramicidinas, ciclosporinas e sin-
téticos andlogos, modificagbes e seus fragmentos farmacologicamente ati-
vos, enzimas, citocinas, anticorpos e vacinas.

A (inica limitago a droga polipeptideo ou proteina que deve ser
utilizado é a de funcionalidade. Em algumas instancias a funcionalidade ou
estabilidade fisica dos polipeptideos e proteinas pode também ser aumenta-
da pela adicio de vérios aditivos as solugdes aquosas ou suspensdes da
droga polipeptideo ou proteina. Aditivos tais como polidis {inclusive aguca-
res), aminoacidos, tensoativos, polimeros, outras proteinas e certos sais po-
dem ser usados. Esses aditivos podem ser prontamente incorporados aos
copolimeros em bloco que entéo se submeterdo ao processo de congela-
mento térmico inverso da presente invengéo.

Desenvolvimentos da engenharia de proteinas podem fornecer a
possibilidade de aumento da estabilidade inerente aos peptideos e protei-
nas. Enquanto tais proteinas resultantes projetadas ou modificadas podem
ser consideradas como novas entidades com relagéo as implicagbes regula-
res, isto ndo altera sua adequabilidade para o uso na presente invengéo. Um
dos exemplos tipicos de modificagdo é PEGilagdo onde a estabilidade das
drogas de polipeptideos pode ser melhorada significativamente conjugando-
se polivalentemente polimeros sollveis em agua, tais como polietileno glicol,
com o polipeptideo. Um outro exemplo & a modificagdo da sequéncia do
aminoacido em termos da identidade ou localizagdo de um ou mais residuos
aminoacidos por adi¢&o, cancelamento ou substituigio terminal e/ou intema.
Qualquer melhoria na estabilidade permite que um polipeptideo ou proteina
terapeuticamente eficaz seja continuamente liberado por um periodo prolon-
gado de tempo seguindo uma simples administragao do liquido de entrega
da droga ao paciente.

Em aditamento as drogas com base em peptidecs ou proteinas,
outras drogas de todas as categorias Uteis médica e terapeuticamente po-
dem ser utilizados. Essas drogas estao descritos nas referéncias da literatu-

ra bem conhecida como o Merck Index, o Physicians Desk Reference, € 0
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The Pharmacological Basis of Therapeutics. Uma breve listagem dos agen-
tes especificos é fornecida para propdsitos de ilustrago apenas, e nao deve
ser considerada como limitativa: agentes anti-cancerigenos tais como, mito-
micina, bleomicima, BCNU, carboplatina, doxorubicina, daunorubicina, me-
totrexato, paclitaxel, taxotere, actinomicina D e camptotecina; antipsicéticos
tais como olanzapina e ziprassidona; anti-bacterianos tais como cefoxitina;
antiteimintos tais como ivermectina; anti-virdticos tais como aciclovir; imuno-
supressores tais como ciclosporina A (agente tipo polipeptideo ciclico), este-
réides e prostaglandinas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os objetivos acima et al. objetivos, caracteristicas e vantagens
da invengéo tornar-se-do aparentes a partir da consideragdo das seguintes
descricdes detalhadas apresentadas em conexac com os desenhos anexos
nos quais:

A FIG. 1 é um diagrama de fase ilustrando o0 comportamento de
congelamento das solugdes aquosas de um copolimero tribloco PLGA-PEG-
PLGA, estudado em diferentes concentracoes e temperaturas.

As FIGs. 2a - 2¢ sao perfis de degradagao ilustrando a degrada-
¢80 in vifro de um copolimero tribloco PLGA-PEG-PLGA incubado e dife-
rentes temperaturas e pH's.

A FIG. 3 € um grafico ilustrando a liberagéo continua de insulina
por um periodo prolongado de um gel térmico de copolimero tribloco PLGA-
PEG-PLGA.

A FIG. 4 é um perfil de liberago de paclitaxel de uma férmula de
gel térmico de copolimero tribloco PLGA-PEG-PLGA mostrando a liberagao
cumulativa controlada do paclitaxel por aproximadamente 50 dias.
DESCRICAQO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS DA IN-

VENCAQ

De forma a ilustrar as modalidades preferidas desta invengéo,
uma sintese de varios copolimeros em bloco ABA de baixo peso molecular
consistindo em 51 a 83% em peso de blocos A hidréfobos (poliésteres), e 17

a 49% em peso de blocos B hidréfilos (polietileno glicol PEG) foi completada.
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O objetivo era a preparagéo de copolimeros tribloco ABA ou BAB tendo pe-
sos moleculares médios de cerca de 2000 a 4930, compostos por dois bio-
cos A cada um com peso molecular médio de cerca de 600 a 2000, e um
bloco B tendo um peso molecular médio de 600 a 2200. Cada bloco A con-
siste em cerca de 20 a 100 moles por cento de lactate e 0 a 80 moles por
cento de glicolato.

A seguir temos exemplos, que ilustram representagdes preferi-
das da invengdo, mas que pretendem ser apenas ilustrativas.
EXEMPLOS

Exemplo 1

Sintese do Copolimero Tribloco PLGA-PEG-PLGA por Copolimerizagéo de
Abertura de Anel

Seguindo o esquema de reagéo dado acima, o PEG (Mw=1000)
foram secos por destilag@o azeotrépica em um frasco com tolueno (2 x 75
mi) sob uma atmosfera de nitrogénio seguido pela secagem a 130°C sob
vacuo (5 mm Hg). Monomeros lactideo e glicolideo {(em razées molares de
3:1 respectivamente) foram adicionados ao frasco seguido pela adigéo de
octoato estanhoso (0,1% em peso) e a mistura da reagdo foi aguecida a
150°C sob vacuo (5 mm Hg). O progresso da reagéo foi acompanhado pela
GPC (cromatografia de penetragéo do gel). Apos um tempo apropriado, a
reacéo foi interrompida e o frasco foi resfriado até a temperatura ambiente.
O residuo foi dissolvido em dgua fria e aquecido até 70-80°C para precipitar
o polimero formado. A suspenséo foi decantada e ¢ polimero residuo foi no-
vamente dissolvido em agua fria e aquecido para induzir a precipitacao. Este
processo de dissolugdo seguido pela precipitacdo foi repetido trés vezes.
Finalmente, o polimero foi dissolvido em uma quantidade minima de agua e
liofilizado.

Q copolimero resultante PLGA-PEG-PLGA tem um peso mole-
cular médio (Mw) de 3737, um nimero médio de peso molecular (Mn) de
2928 e uma razdo Mw/Mn de 1,3. Este copolimero mostrou propriedades de
congelamento térmice invertido como mais completamente detalhado no

Exemplo 4.
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Exemplo 2
Seguindo o procedimento basico esquematizado no Exemplo 1,

outros copolimeros tribloco foram sintetizados usando-se o mesmo PEG
(Mw=1000) mas variando-se o teor de lactideo efou de glicolideo. As pro-
priedades destes copolimeros tribloco estdo listadas na seguinte tabela:

Exemplos de Copolimeros em Bloco ABA com Propriedades

Inversas de Congelamento Térmico

GPC Peso mole- | Peso dos blocos |  LA:GA (razéo Congelamento
cular médio A (%) molar) térmico inverso

2052 67 75:25 sim

2800 64 30:70 sim

3672 73 75:25 sim

4000 75 100:0 sim

4133 7% 75:25 sim

4323 77 50:50 sim

4920 80 75:25 sim

5990 80 40:40 sim

Deve ser notado que todos os polimeros listados na tabela aci-
ma possuitam propriedades inversas de congelamento mesmo quando o
teor de lactideo (LA) variou de 30 a 100 moles %e o teor de glicolideo (GA)
variou de 0 a 70% em mol. Portanto, tanto o tribloco PLGA-PEG-PLGA
quanto o PLA-PEG-PLA s0 mostrados neste exemplo.

Exemplo 3
Sintese do Copolimero Tribloco PLGA-PEG-PLGA por Copolimerizagao por

Condensacéo
Em trés frascos com pescogo, equipados com uma entrada de

nitrogénio, termdmetro e cabegote de destilagéo para remogéo da agua, fo-
ram colocados DL-acido |atico e acido glicdlico (razdo molar 3:1, respectiva-
mente). A mistura da reagdo foi aquecida a 160°C sob nitrogénio, com agita-
GA0, & pressdo atmosférica por trés horas e entdo sob presséo reduzida (5
mm Hg). O progresso da reagao foi seguido pela GPC. A reagéo foi inter-

rompida no tempo apropriado e o polimero formado foi purificado por preci-
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pitacio de uma solugdo de dicloro metano em um grande excesso de meta-
nol. O residuo foi triturado com metanol e seco sob vacuo (0,05 mm Hg) a
23°C. O oligébmero PLGA foi caracterizado pelo GPC, IV e RMN. O oligdme-
ro PLGA resultante tinha um peso molecular médio (Mw) de 9900, um ndme-
ro médio de peso molecular (Mn) de 5500 e uma razao Mw/Mn de 1,8.

O PLGA foi misturado com PEG (Mw=1000} e foi aquecido em
um frasco a 160°C sob uma atmosfera de nitrogénio. O progresso da reagéo
foi acompanhado pela GPC. Apés um tempo adequado, a reagéo foi inter-
rompida e o frasco foi resfriado até a temperatura ambiente O residuo foi
dissolvido em agua fria & entdo aquecido a 70-80°C para precipitar o copoli-
mero. O sobrenadante foi decantado e o residuo foi novamente dissolvido
em 4gua fria e aquecido para precipitar o polimero. Este processo de disso-
lugdo e precipitagdo foi repetido trés vezes. Finalmente, o polimero foi dis-
solvido em uma quantidade minima de &gua e liofilizado.

O bloco copolimero PLGA-PEG-PLGA resultante tinha um peso
molecular médio (Mw) de 4043, um nimero médio de peso molecular (Mn)
de 2905 e uma razdo Mw/Mn de 1,4. Os pesos moleculares medios e 0s
nameros médios de peso molecular foram determinados pela GPC e NMR,
respectivamente. A razao lactideo/glicolideo foi calculada dos dados do
NMR. A andlise da GPC foi realizada em uma coluna Styragel HR-3 calibra-
da com PEG usando detec¢do Rl e cloroférmio como eluente. O espectro
NMR foi tomado em CDCly em um instrumento Bruker 200 MHZ. As medidas
de pico do NMR confirmaram a estrutura tribloco ABA.

Exemplo 4

O comportamento de congelamento da solugdo aquosa do co-
nolimero tribloco ABA do Exemplo 1 foi estudado em diferentes concentra-
¢Oes. As solugbes polimeras de 9-30% em peso foram preparadas em agua
e a mudanga na viscosidade foi observada a temperaturas variando entre 10
e 60°C. O congelamento foi definido como o estado fisico onde a solugéo
polimera ndo fiui prontamente quando se inverte um frasco da solugéo poli-
mera. O diagrama de fase (Fig. 1) do polimero do Exemplo 1 em fungao da

temperatura e da concentragéo do copolimero em bloco foi gerado. O novo
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comportamento de congelamento térmico inverso estava claramente apa-
rente, e ocorreu a medida que as solugdes de copolimeros triblocos foram
aquecidas. O congelamento a temperaturas fisiologicamente relevantes (por
exemplo, 37 °C) foram particularmente predominantes e formaram a base
para a utilidade substancial dos sistemas para propdsitos medicos e de en-
trega de drogas.

Exemplo 5

A degradagéo in vifro do copolimero tribloco PLGA-PEG-PLGA
do exemplo 1 foi determinada para uma solugéo a 23% em peso ou gel (1
ml) de copolimero incubado a diferentes temperaturas (-10°C, 5°C, 23°C e
37°C) e a diferentes pH's iniciais (3,0, 5,0 e 7,4) por um periodo de 30 se-
manas. A degradacdo e a biodegradagdo deste copolimero tribloco foram
causadas pelfa hidrélise e resultaram em &cido latico, acido gliclico e PEG
como produtos finais da degradacéo.

Amostras (50 ul) foram tomadas semanaimente. As amostras
foram liofilizadas, dissolvidas em cloroférmio, e os pesos moleculares dos
residuos polimeros foram determinados pelo GPC conforme descrito previ-
amente. A degradagdo do polimero foi substancialmente independente do
pH inicial sobre a faixa de pH 3,0 até pH 7,4 o que pode ser atribuido a aci-
dificagéo do meio uma vez que o polimero hidrolizou-se para formar acido
latico e acido glicdlico. O comportamento de congelamento térmico foi tam-
bém independente do pH sobre a mesma faixa de pH. A degradag#o foi mais
rapida a temperaturas mais altas. Os perfis da degradag&o que foram gera-
dos estao mostrados nas Figs. 2a, 2b e 2c.

Exemplo 6

A biodegradacéo in vitro do polimerc do Exemplo 1 foi determi-
nada sobre um periodo de quatro semanas. Uma amostra de 0,40 a 0,45 ml
de uma solugéo aquosa fria contendo 23% em peso de um copolimero tri-
bloco foi injetada subcutaneamente em ratos. Apds atingir a temperatura do
corpo, que era acima da temperatura de congelamento do polimero, formou-
se imediatamente um pedago de gel que era visivelmente aparente. Foram

salvas cirurgicamente amostras e indicaram que o gel fomou-se progressi-
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vamente menor em fungdo do tempo acima do periodo de duas semanas.
Entre duas semanas e quatro semanas o estado fisico do copolimero triblo-
co injetado mudou de um gel para uma mistura de gel em um liquido visco-
so, e finalmente para um liquido viscoso que ndo contém gel. Este liquido foi
gradualmente completamente reabsorvido. No final do perfodo de quatro
semanas nenhuma férmula era visivel no lugar da injegéo. Microscopica-
mente, pequenas bolsas de liquido viscoso foram observadas que também
reabsorveram completamente sobre o periodo seguinte de duas semanas.
Exemplo 7

Paclitaxel e ciclosporina A sdo drogas hidréfobos que séo alta-
mente insolliveis em dgua (as solubilidades foram aproximadamente
4ng/ml). Entretanto, estes drogas mostraram solubilidades significativamente
maiores quando dissolvidos em solugdes aquosas de copolimeros tribloco
PLGA-PEG-PLGA. Por exemplo, em uma solugéo copolimera aquosa de
20% em peso (polimero do Exemplo 3), o paclitaxel foi soldvel até 5 mg/ml e
o ciclosporina A foi soluvel até 2 mg/ml.

O paclitaxe! e o ciclosporina A foram altamente instaveis em so-
lugdes co-solventes aquosas (por exemplo, em solugdes dgua/acetonitrila).
O paclitaxel contido em solugdes copolimeras tribloco aquosas PLGA-PEG-
PLGA a 20% em peso (isto é, abaixo da temperatura de congelamento do
copolimero) ou géis (isto &, acima da temperatura de congelamento do co-
polimero) estava 85% intacto apés 120 dias em armazenagem (5°C e 37°C),
enquanto que o ciclosporina A estava estavel acima de 100 dias (5°C).
Exemplo 8

Uma solugdo aquosa a 28% em peso do copolimero tribloco
PLGA-PEG-PLGA do Exemplo 1 foi preparada. Insulina (livre de zinco), uma
proteina administrada parenteralmente com efeitos benéficos provados no
tratamento da diabetes mellitus, foi suspensa nesta solugéo aquosa de co-
polimero tribloco até uma concentragéo final de 5 mg/ml. Aproximadamente
2 ml desta composigao foram colocadas em uma ampulheta equilibrada a
37°C. A composigdo congelou imediatamente e aderiu a ampulheta, e em

seguida foi colocada em 10 mM de fosfato salino buffered, pH 7,4, 37°C, e a
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liberagdo cinética da insulina do gel foi monitorada pela fase invertida HLPC
usando deteccdo UV e precipitagdo gradiente (TFA/acetronitrila/fase variavel
de &gua). Os dados foram resumidos graficamente na Fig. 3. A insulina foi
liberada de forma continua por aproximadamente uma semana. A utilidade
do gel térmico do copolimero tribloco na entrega controlada de proteinas e
peptideos por um periodo substancial foi claramente estabelecida e ilustrada
neste exemplo.
Exemplo 9

A solugéo aquosa 23% em peso do copolimero tribloco PLGA-
PEG-PLGA do Exemplo 1 foi adicionado paclitaxe! suficiente para fornecer
aproximadamente 2.0 mg/ml da droga. Uma amostra de 2 ml desta solugao
foi colocada em uma ampulheta e equilibrada a 37°C. Uma vez que a tempe-
ratura era maior que a temperatura de congelamento do copolimero, formou-
se um gel na amputheta. A ampulheta foi colocada em um béquer de 200 ml
contendo um meio de liberagdo compreendendo 150 ml de PBS (pH 7,4)
contendo 2,4% em peso de Tween-80 e 4% em peso de Gremophor EL
equilibrados a 37°C. A solugéio no béquer foi agitada. O topo do béquer foi
selado para evitar evaporagéo. O conjunto totai foi colocado em uma incu-
badora a 37°C. O esiudo de liberagéo foi executado em triplicata. A diferen-
tes periodos de tempo uma aliquota de 5 ml do meio de liberagéo foi tomado
e analisado para o paclitaxel. A solugdo PBS foi recolocada com PBS novo
apds cada remogéo de aliquota. As amostras foram coletadasa 1, 2, 4, 8, 18
e 24 horas, e a partir de entdo a intervalos de 24 horas, e analisados por
HPLC. O perfil de liberagéo do paclitaxel do gel é mostrado na Fig. 4. A for-
mula do gel forneceu excelente controle sobre a liberagéo do paclitaxel por
aproximadamente 50 dias.
Exemplo 10

Copolimeros tribloco BAB foram sintetizados usando-se o mes-
mo bloco B PEG a cada extremidade (Mw=550) mas variando o teor de
poli(lactideo) efou poli(glicolidec). O PEG e o PLGA foram acoplados um ao
outro através de éster, uretano ou uma combinagdo de ligages éster e ure-

tano. As propriedades desses copolimeros tribloco estdo listadas na se-
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guinte tabela:

Exemplos de Copolimeros em Bloco BAB com Propriedades

Inversas de Congelamento Térmico

GPC Peso mole- | Peso dos blocos | PLAIPGA (razdo | Congelamento
cular médio A (%) molar) térmico inverso
4140 70 78:22 sim
4270 72 78:22 sim
4580 73 78:22 sim
4510 73 72:28 sim

Todos os copolimeros tribloco PLGA-PEG-PLGA listados na ta-
bela acima possuiram propriedades de congelamento térmico inverso. As
temperaturas de transigéo sol/gel para os polimeros tribloco acima foram 36,
34, 30 e 26°C respectivamente.

A descricio acima permitird aquele que é versado na técnica
fazer copolimeros tribloco do fipo ABA (por exemplo, PLGA-PEG-PLGA e
PLA-PEG-PLA) ou BAB (por exemplo, PEG-PLAG-PEG e PEG-PLA-PEG)
que formam solugdes aquosas tendo propriedades de congelamento térmico
inversas e para utilizar a mesma no campo da entrega de drogas. Embora a
entrega controlada tanto de uma droga convencional (paclitaxel} e uma dro-
ga proteina (insulina) estejam ilustrados nos exemplos para mostrar a funci-
onalidade dos hidrogéis formados das solugdes aquosas dos copolimeros
tribloco, estas descricées ndo pretendem ser um enunciado exaustivo de
todos os drogas que podem ser utilizados e carregados em copolimeros em
bloco biodegradaveis. Certamente, numerosos outras drogas de varias clas-
ses de agentes terapéuticos sdo bem adequados para entrega de composi-
¢Bes aquosas de copolimeros tribloco conforme descrito na descrigae da
invencdo. Nem todos os copolimeros em bloco que podem ser preparados, e
que demonstram a propriedade de congelamento térmico inverso critica séo
mostrados especificamente. Entretanto, estardo imediatamente aparentes
para aqueles versados na técnica, que varias modificagdes podem ser feitas
sem sair do escopo da invengdo que é limitada apenas pelas seguintes rei-

vindicagGes e seus equivalentes funcionais.
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REIVINDICAGOES

1. Polimero tribloco biodegradavel do tipo ABA ou BAB caracte-
rizado pelo fato de que o mencionado tribloco compreende:

i) cerca de 51 a 83% em peso de um polimero em bloco hidréfo-
bo A, biodegradavel, compreendendo um poliéster biodegradavel que é sin-
tetizado a partir de mondémeros selecionados do grupo consistindo em -
caprolactona, e-hidroxi acido hexonéico, y-butirolactona, y-hidroxi acido buti-
rico, 8-valerolactona, §-hidroxi acido valérico, acidos hidro-oxi-butiricos, aci-
do malico, e seus copolimeros, e

i) cerca de 17 a 49% em peso de um polimero em bloco hidréfilo
B, biodegradavel, compreendendo um polietileno glicol (PEG),
onde o mencionado copolimero tribloco tem um peso molecular médio de
entre cerca de 2000 a 4990 e possui propriedades de congelamento térmico
invertido.

2. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagcéo 1, caracteri-
zado pelo fato de que o mencionado polimero é do tipo BAB.

3. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o mencionado polimero é do tipo ABA.

4. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-
zado pelo fato de que o poliéster biodegradavel é sintetizado de monémeros
selecionados do grupo consistindo em e-caprolactona, -hidroxi acido hexo-
noéico e seus copolimeros.

5. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagdo 3, caracteri-
zado pelo fato de que o poliéster biodegradavel é sintetizado de monoémeros
selecionados do grupo consistindo em e-caprolactona, e-hidroxi acido hexo-
noéico e seus copolimeros.

6. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-
zado pelo fato de que, no polimero tribloco, cada polimero em bloco hidréfo-
bo A tem um peso molecular médio de entre cerca de 600 e 3000 e cada
polimero em bloco hidréfilo B tem um peso molecular médio de entre cerca
de 500 e 2200.

7. Polimero tribloco de acordo com a reivindicagao 3, caracteri-
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zado pelo fato de que, no polimero tribloco, cada polimero em bloco hidrofo-
bo A tem um peso molecular médio de entre cerca de 600 e 3000 e cada
polimero em bloco hidréfilo B tem um peso molecular médio de entre cerca
de 500 e 2200.

8. Composicédo polimérica aquosa biodegradavel de entrega de
drogas possuindo propriedades de congelamento térmico inverso, caracteri-
zada pelo fato de que compreende uma fase aquosa tendo uniformemente
contida ali uma quantidade eficaz de um droga; e um polimero tribloco bio-
degradavel do tipo ABA ou BAB como definido em qualquer uma das reivin-
dicagbes 1a 7.

9. Composicao polimérica aquosa de acordo com a reivindicagéo
8, caracterizada pelo fato de que o teor da mencionada composigéo no poli-
mero tribloco esta entre 3 e 50% em peso.

10. Composicao polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
¢ao 9, caracterizada pelo fato de que a mencionada droga € um polipeptideo
ou proteina, acido nucléico ou gene, horménio, agentes anticancerigeno ou
anti proliferacao de células.

11. Composicéo polimérica aquosa conforme a reivindicagéo 10,
caracterizada pelo fato de que a mencionada droga € um polipeptideo ou
proteina selecionado do grupo consistindo em oxitocina, vasopressina, hor-
monio adrenocorticotropico, fator de crescimento epidérmico, fator de cres-
cimento de derivado de plaqueta (PDGF), prolactina, luliberina, horménio
liberador de horménio luteinizante (LHRH), LHRH agonistas, LHRH antago-
nistas, horménio de crescimento (humano, suino, bovino, etc.), fator de libe-
ragao do horménio de crescimento, insulina, eritropoietina, somatostatina,
glucagona, interleucina-2 (IL-2), interferona-a, p ou y, gastrina, tetragastrina,
pentagastrina, urogastrona, secretina, calcitonina, encefalinas, endorfinas,
angiotensinas, hormoénio liberador de tirotropina (TRH), fator de necrose de
tumores (TNF), fator de crescimento dos nervos (NGF), fator de estimulo de
colénia de granulécito (G-CSF), fator de estimulo de colénia de macréfago
de granulécito (GM-CSF), fator de estimulo de colénia de macréfago (M-

CSF), heparinase, proteina morfogénica dos ossos (BMP), hANP, peptideo
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glucagona-like (GLP-1), interleucina-11 (IL-11), renina, bradicinina, bacitraci-
nas, polimixinas, colistinas, tirocidina, gramicidinas, ciclosporinas e sintéticos
analogos, modificagées e seus fragmentos farmacologicamente ativos, en-
zimas, citocinas, anticorpos e vacinas.

12. Composicdo polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
¢ao 11, caracterizada pelo fato de que o teor de droga da mencionada com-
posicao esta entre cerca de 0,01 e 20% em peso.

13. Composigao polimérica aquosa conforme a reivindicagao 11,
caracterizada pelo fato de que o mencionado peptideo ou proteina € um
membro selecionado do grupo consistindo em eritropoietina, liberagao de
horménio luteinizante (LHRH), LHRH agonistas, LHRH antagonistas, hormé-
nios de crescimento (humano, suino, bovino, etc.), fator de necrose de tumo-
res (TNF), fator de crescimento dos nervos (NGF), fator de estimulo de col6-
nia de granulécito (G-CSF), fator de estimulo de colbnia de macréfago de
granulécito (GM-CSF), fator de estimulo de col6nia de macréfago (M-CSF),
peptideo tipo glucagon (GLP-1), interleucina-11 (IL-11), ciclosporinas e sinté-
ticos analogos, modifica¢des e seus fragmentos farmacologicamente ativos.

14. Composigao polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
cdo 11, caracterizada pelo fato de que o mencionado polipeptideo ou protei-
na & uma vacina de hepatite, incluindo sintéticos analogos, modificagdes e
seus fragmentos farmacologicamente ativos.

15. Composigao polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
cdo 10, caracterizada pelo fato de que a mencionada droga € um horménio
selecionado do grupo consistindo em testosterona, estradiol, progesterona,
prostaglandinas, e sintéticos analogos, e suas modificagbes farmaceutica-
mente equivalentes.

16. Composicao polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
cao 10, caracterizada pelo fato de que a mencionada droga € um agente
anti-cancerigeno selecionado do grupo consistindo em mitomicina, bleomici-
na, BCNU, carboplatin, doxorubicina, daunorubicina, metotrexato, paclitaxel,
actinomicina D, camptotecina, e sintéticos analogos, e suas modifica¢cbes

farmaceuticamente equivalentes.



17. Composicao polimérica aquosa de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que o teor de droga da mencionada com-

posicao esta entre cerca de 001 e 20% em peso.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "POLIMERO TRIBLOCO BIODEGRADAVEL E
COMPOSICAO POLIMERICA AQUOSA BIODEGRADAVEL".

Um polimero tribloco soluvel em agua, biodegradavel, do tipo
ABA - ou BAB - & descrito como sendo feito de uma quantidade maior de um
polimero em bloco A hidréfobo feito de um poliester biodegradavel e uma
quantidade menor de um copolimero em bloco B polietileno glicol (PEG) hi-
dréfilo, tendo um peso molecular médio total de entre 2000 e 4990, e que
possui propriedades de congelamento térmico inversas. Concentragdes efi-
cazes do polimero tribloco e de uma droga devem ser contidas uniforme-
mente em uma fase aquosa para formar uma composi¢cao de entrega de
droga. A temperaturas abaixo da temperatura de congelamento do polimero
tribloco a composi¢cdo € um liquido e a temperatura de congelamento ou a
temperaturas acima desta a composi¢ao € um gel ou um semi-sélido. A
composicao pode ser administrada a um animal de sangue quente como um
liquido por meios de entrega parenteral, ocular, tdpico, inalacao, transdérmi-
ca, vaginal, transuretral, retal, nasal, oral, pulmonar ou aural e € um gel a
temperatura do corpo. A composi¢ao pode também ser administrada como
um gel. A droga ¢ liberado a uma taxa controlada do gel que se biodegrada
em produtos ndo téxicos. A taxa de liberacao da droga pode ser ajustada
mudando-se varios parametros tais como teor do componente hidréfo-
bo/hidréfilo, concentragdo do polimero, peso molecular e polidispersividade
do polimero tribloco. Como o polimero tribloco é anfifilico, funciona para au-

mentar a solubilidade e/ou estabilidade das drogas na composi¢ao.
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