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DESCRIGAO |
ESTERES ALTAMENTE REACTIVOS DE CARBOXI-POLISSACARIDOS E NOVOS
CARBOXI-POLISSACARIDOS DERIVADOS DESSES COMPOSTOS

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Ambito da Invencdo

A presente invengdo esta relacionada com ésteres activos de carboxi-polissacaridos e de
derivados semi-sintéticos destes carboxi-polissacaridos, nos quais todas ou uma parte das
fungdes carboxi dos polissacaridos esta esterificada com alcoois das séries aromatica,
heterociclica aromatica ou N-hidroxilamina e, no caso dos ésteres activos parciais, as
restantes fungdes carboxi estdo salificadas com sais de aménio quaternario ou metais. A
presente invengao esta também relacionada com um método para a sintese dos referidos

ésteres activos, partindo de carboxi-polissacaridos e dos seus derivados semi-sintéticos.

A presente invengao esta também relacionada com a utilizagao destes ésteres activos como
intermediarios na sintese de carboxi-pblissacéridos modificados e de derivados semi-
sintéticos modificados de carboxi-polissacaridos, com os polissacéridos modificados e seus
derivados semi-sintéticos modificados per se e com a utilizagdo destes polissaééridos
modificados e seus derivados semi-sintéticos para produzir artigos cirtrgicos e artigos ligados

aos cuidados de salde para uso nas areas farmacéutica e biomédica.

Descricao da Técnica Relacionada

Ha relatos na literatura de meétodos para a sintese e aplicagdo de ésteres activos em
aminoacidos que constituem intermedidrios estaveis para utilizagdo na sintese de péptidos
(ver Fields, C.B. and Noble, R.L. (1990) Int. J. Peptide Protein Res. 35:161-214; Atherton, E.
and Sheppard, R.C. (1989) in Solid Phase Peptide Synthesis, A_Practical Approach, IRL
Press, Oxford; M. Bodansky (1984) in Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Berlin,

Heidelberg). Os referidos ésteres resultam numa maior reactividade do grupo carboxi em
reacgdes de substituicdo nucleofilica, pois o grupo fortemente atractor de electrées ligado ao
carbono carbonilico pode ser faciimente substituido por um nucleéfilo (sulfureto, amina,
hidroxilo alcodlico) para produzir tioésteres, amidas e ésteres em condi¢cdes adequadas de
reaccao, isto &, solventes, temperatura, catalisadores, etc. Os ésteres de alcoois aromaticos,
alcoois aromaticos substituidos, alcoois heterociclicos aromaticos, alcoois heterociclicos

aromaticos substituidos e N-hidroxilaminas pertencem a esta classe de ésteres activos.
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O Pedido dey Patente Internacional WO-A-92/20349 refere composicbes biocompativeis
insoluveis em agua. As composi¢des do Pedido WO-A-92/20349 sao preparadas por mistura,
numa reacgao “one-pot’, de um polissacérido polianiénico, um agente activador, um agente
modificador e um nucledéfilo. As reacgdes do Pedido WO-A-92/20349 sao efectuadas num
Unico vaso reaccional e, devido as condi¢Ges reaccionais usadas, ndo é possivel isolar

quaisquer intermediarios.

SUMARIO DA INVENCAO
A presente invengao disponibiliza um novo método para produzir ésteres, amidas e tioésteres

de carboxi-polissacaridos, através da formagdo de intermediarios éster activos e da

subsequente substituicdo nucleofilica nas fungdes carboxilo dos polissacaridos.

Além de serem utilizados como produtos intermediarios estaveis e facilmente armazenados,
devido a reacgdes subsequentes de substituicdo nucleofilica, os ésteres activos de carboxi-
polissacaridos e dos seus derivados semi-sintéticos podem ser usados como intermediarios
reaccionais para a preparagao de kits de diagnéstico, como superficies para a activagao de

proteinas.

O método de producido baseia-se, principalmente, em revestimento de plasma aplicado entre
a superficie polimérica do suporte, por exemplo, poliestireno, e o polissacarido activado, com

a formacao de ligacdes estaveis.

De acordo com o uso de diagnoéstico pretendido, a superficie cuja base é um polissacarido
activado é tratada com um polipéptido ou uma proteina que se liga ao polissacarido através
de uma reacg¢ao de substituicdo nucleofilica. O material tratado pode, assim, ser usado (a)
para identificar alvos bioquimicos como anticorpos ou outros polipéptidos compativeis com as
moléculas ligadas ao acido hialurénico, por espectrofotometria ou métodos imunolégicos
(ELISA) e (b) para revestir equipamento de laboratério e caixas de Petri para o crescimento e

regenerag¢ao de células e tecidos.

Por exemplo, as caracteristicas hidrofilicas tipicas do acido hialurénico, em associagdo com
suportes poliméricos adequados, tornam os ésteres activos, possuindo graus variaveis de

substituicdo, uteis na area biomédica para qualquer utilizagdo que exija o bloqueamento, na
1
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superficie do suporte, de proteinas ou péptidos que tém depois que ser detectados e

quantificados por espectrofotometria ou métodos imunoenzimaticos.

As amidas do acido hialurénico sdo uteis para dois fins distintos:

a) a libertagao lenta e controlada de acido hialurénico natural em resultado da maior
estabilidade da ligagdo amida relativamente a ligag¢ao éster; e

b) a libertagdo controlada do grupo substituinte cuja actividade biolégica depende da

sua natureza.

Os carboxi-polissacdridos e os seus derivados semi-sintéticos utilizados na presente
invencao séo todos conhecidos e estao descritos, por exemplo, nas Patentes U.S. 4,851,521;
5,122,598; 5,300,493; 5,332,809 e 5,336,668, no Pedido de Patente Europeia N.°
93917681.4; nas EP 0 216 453; EP 0 251 905; EP 0 342 557, EP 0 518 710; EP 0 603 264 e
EP 0 605 478; e nas WO 93/06136 e WO 94/03499. Entre estes compostos estio
glicosaminoglicanos, o acido alginico, o gelano, a carboximetilcelulose, a carboximetilquitina
e a carboximetilamida. De importancia particular entre os glicosaminoglicanos é o acido
hialurénico. Dos derivados semi-sintéticos de polissacaridos, os sais destes compostos,
especialmente os sais de amdénio quaterna"rio, sao particularmente importantes. Outros
derivados semi-sintéticos importantes, que sao Uteis na presente invengao, sao os esteres
parciais de carboxi-polissacaridos com alcoois alifaticos, arilalifaticos, heterociclicos e

cicloalifaticos.

Os métodos de sintese e as aplicagfes de sais de aménio quaternario, em particular, sais de
tetrabutilamonio, e ésteres de carboxi-polissacaridos com alcoois alifaticos, arilalifaticos,

heterociclicos e cicloalifaticos estdo descritos nas patentes referidas acima.

A estabilidade e a versatilidade dos ésteres activos de carboxi-polissacaridos da presente
invengdo tornam estes compostos Uteis na sintese de uma variedade de polissacaridos
modificados, em particular, de derivados amida destes polissacaridos. Entre estes derivados
de polissacaridos, aqueles obtidos por reaccdo de ésteres activos com aminas primarias,

aminoacidos, péptidos e proteinas sao particularmente importantes.
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Concordantemente, é um objectivo da presente invengao disponibilizar um éster activo de um
carboxi-polissacarido ou de um derivado semi-sintético de um carboxi-polissacarido, no qual
todos ou parte dos grupos carboxi destes compostos estido esterificados com um alcool
seleccionado entre o grupo que consiste num alcool aromatico, num alcool aromatico
substituido, num alcool heterociclico aromatico, num alcool heterociclico aromatico
substituido, numa N-hidroxilamina e em combinagdes destes compostos; no qual quando sé
uma parte dos grupos carboxi do referido carboxi-polissacarido ou do referido derivado semi-
sintético do referido carboxi-polissacarido esta esterificada, os restantes grupos carboxi estao
salificados com um membro seleccionado entre o grupo que consiste’\'\num sal de amoénio
quaternario, num metal alcalino, num metal alcalino-terroso e numa combinagio destes

compostos.

Outro objectivo da presente invengao € disponibilizar um processo para produzir um éster
activo como descrito acima, compreendendo a reacgdo de um sal de tetralquilaménio de um
carboxi-polissacarido ou de um derivado semi-sintético de um carboxi-polissacarido com um
derivado reactivo de um alcool que se liga aos grupos carboxilo desses compostos, num

solvente aprético, a uma temperatura entre cerca de 0 e 60°C.

Outro objectivo da presente invengido € o uso destes ésteres activos para a preparagao de
um carboxi-polissacarido modificado ou de um derivado semi-sintético modificado de um
carboxi-polissacarido, no qual o referido carboxi-polissacarido modificado ou o referido
derivado semi-sintético modificado de um carboxi-polissacarido € um éster, um tioéster ou

uma amida.

Outro objectivo da presente invengao € um carboxi-polissacarido modificado ou um derivado
semi-sintético modificado de um carboxi-polissacarido preparado a partir destes ésteres

activos.

Ainda outro objectivo da presente invengido € o uso destes ésteres activos, polissacaridos
modificados e derivados semi-sintéticos modificados destes polissacaridos nas areas
biomédica e farmacéutica para preparar, por exemplo, artigos cosméticos, artigos ligados aos
cuidados de saude, artigos cirurgicos e kits de diagnéstico.




O alcance adicional da aplicabilidade da presente invengao tornar-se-a claro a partir da
descricdo detalhada proporcionada abaixo. Deve entender-se, contudo, que a descrigdo
detalhada e os exemplos especificos que se seguem, embora indiquem formas de realizagao
- preferidas da presente invencgao, sdo fornecidos sé com o fim de ilustragdo, uma vez que
varias variagoes e modificagdes no espirito e ambito da presente invengao se tornarao claras

para os peritos a partir desta descrigéo detalhada.

DESCRICAQO DETALHADA DA INVENCAO

A seguinte descri¢gao detalhada da presente invengao é disponibilizada para ajudar os peritos

a praticar a mesma. Ainda assim, a descrigdo detalhada que se segue ndo deve ser
entendida como limitando indevidamente a presente inven¢ao, uma vez que podem ser feitas
modificagdes e variagdes pelos peritos nas formas de realizagdo aqui descritas, sem um

afastamento do espirito ou d&mbito da presente descoberta inventiva.

O contetdo de cada uma das referéncias discutida nesta descrigdo € aqui incorporado por

meio de referéncia na sua totalidade.

Alcoois Uteis na Preparacdo de Esteres Activos de Carboxi-Polissacaridos

Os ésteres activos de carboxi-polissacaridos e seus derivados semi-sintéticos da presente
invencdo sao aqueles ésteres de alcoois do tipo aromatico, aromatico substituido,

heterociclico aromatico, heterociclico aromatico substituido e N-hidroxilamina.

Estes alcoois incluem, mas nao estéo limitados ao:
pentafluorofenol,

pentaclorofenol,

triclorofenol,

p-nitrofenol,

2,4-dinitrofenol,

2-hidroxipiridina,

3-hidroxipiridina,
3,4-dihidro-4-oxobenzotriazina-3-ol,
4-hidroxi-2,5-difenil-3 (2H) —tiofenona-1,1-diéxido,

3-fenil-1-(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-ona,




3-metil-1-(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-ona,
N-hidroxisuccinimida e
N-hidroxiftalimida.

Esteres
Os ésteres mais interessantes que podem ser obtidos incluem o éster p-nitrofenilico, o éster

pentafluorofenilico, o éster 4-dihidro-4-oxobenzotriazina-3-ilico e o éster N-succinimidilico.

Os ésteres activos podem ser totais, isto é, todas as fungbes carboxi do polissacarido sao
utilizadas na formagao do éster activo, ou parciais, isto &, sé parte das fungées carboxi estao

envolvidas na formagéao do éster activo.

No caso dos ésteres activos parciais, as fungdes carboxi que ndo estdo envolvdas na
formacdao do éster activo estdo sob a forma de um sal, em particular, o sal de
tetrabutilamoénio. A formagdo de ésteres activos de derivados semi-sintéticos de carboxi-
polissacaridos envolve a reac¢dao nos grupos carboxilo que ndo estdo ja covalentemente

ligados no composto.

Carboxi-Polissacaridos

Os carboxi-polissacaridos que podem ser utilizados como substratos para a sintese de
ésteres activos sdo aqueles ja conhecidos e descritos, incluindo polissacaridos naturais de
origem animal ou vegetal e derivados semi-sintéticos destes compostos. Os carboxi-
polissacaridos particularmente uteis incluem, mas ndo estdao limitados, aos
glicosaminoglicanos, por exemplo, o acido hialurénico, assim como ao acido alginico, ao

gelano, a carboximetilcelulose, a carboximetilquitina e a carboximetilamida.

Dos derivados semi-sintéticos, os sais de carboxi-polissacaridos, em particular os sais de
amoénio quaternario como os sais de tetralquilaménio, por exemplo, o sal de tetrabutilaménio,
sao preferidos.

Como reagentes iniciais carboxi-polissacaridos semi-sintéticos, também & possivel utilizar
ésteres parciais dos referidos polissacaridos, em particular, ésteres de alcoois das séries

alifatica, arilalifatica, cicloalifatica e heterociclica. Destes, os ésteres parciais de alcoois
5




alifaticos possuindo entre 2 e 34 atomos de carbono, em particular, o etanol, e ésteres
parciais de alcoois da série arilalifatica, em particular, o alcool benzilico, séo preferidos. Os
ésteres parciais do acido hialurénico conhecidos como HYAFF, descritos nas Patentes U.S.
4,851,521; 4,965,353 e 5,202,431, sdao exemplos tipicos destes ésteres parciais.

Surpreendentemente, os ésteres activos de carboxi-polissacaridos e seus derivados semi-
sintéticos tém sido obtidos sem quaisquer reacgdes secundarias indesejadas como seja a
formagdo de pontes intra- e inter-cadeias, que conduz ao fenémeno conhecido por

autoreticulagao.

Condicbes Reaccionais
A reacgcdo de formagdo dos ésteres activos partindo de carboxi-polissacaridos ou de

derivados semi-sintéticos destes compostos, nos quais todas ou parte das fungdes carboxi
esta salificada com um sal de tetralquilaménio, ocorre através de uma cinética de primeira

ordem.

A activacao dos residuos carbonilo é conseguida por métodos estequiométricos classicos, e a
percentagem de éster activo formado depende da quantidade (em mEq) de alcool ou N-
hidroxilamina adicionados ao sal de tetrabutilaménio do carboxi-polissacarido. A temperatura

nao parece ser um factor determinante significativo no rendimento da esterificagao.

A reaccao é conduzida por adicdo do reagente de esterificagdo a uma solugdo do carboxi-
polissacarido, que estd sob a forma de um sal de tetralquilamonio, por exemplo,
tetrabutilamonio, ou a uma solugdo do éster parcial do carboxi-polissacarido, caso em que as
restantes fungbes carboxi estdo sob a forma de sais de tetralquilaménio, por exemplo,
tetrabutilamonio, num solvente aproético como o dimetilsulféxido, a N-metilpirrolidoné ou a
N,N'-dimetilformamida. A temperatura de reacgdo pode estar no intervalo entre cerca de 0°C

e 60°C, preferencialmente, entre cerca de 25°C e 40°C, dependendo do reagente usado.

Derivados Reactivos

Os derivados reactivos que podem ser usados para a sintese dos ésteres activos sao

trifluoroacetatos de arilo como o ftrifluoroacetato de p-nitrofenilo e o trifluoroacetato de
6
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pentafluorofenilo; fosfitos de arilo; sulfitos de arilo como o sulfito de di-pentafluorofenilo;
carbonatos como o carbonato de di-(N-succinimidilo) e o 4,6-difeniltieno-[3,4-d}-1,3-dioxol-2-
ona 5,5-dioxido (carbonato TDO ou reagente de Steglhich). '

Novos Derivados de Carboxi-Polissacaridos Derivados de Esteres Activos

Os ésteres activos de carboxi-polissacaridos resultantes podem ser utilizados
vantajosamente na sintese de novos derivados de carboxi-polissacaridos, uma vez que estes
ésteres activos exibem uma reactividade elevada em reacgdes de substituicdo nucleofilica

nos carbonos carbonilicos de grupos carboxilicos activados.

Nucledfilos
Os nucledfilos que podem ser utilizados nessas reacgdes incluem, mas ndo estao limitados a,

aminas primarias, aminoacidos, péptidos, proteinas, mercaptanas e alcoois.

As aminas primarias Uteis incluem as aminas alifaticas, as aminas arilalifaticas e os derivados
substituidos das referidas aminas como aminas alifaticas contendo cadeias alquilo

substituidas com atomos de halogénios, em particular, perfluoroaminas.

Entre as aminas primarias Uteis estdo a etilamina, a n-propilamina, a isopropilamina, a N-
butilamina, a N-heptilamina, a benzilamina, o N-etil-aminobenzeno, a benzedrina, a

benzocaina e a N-pentilamina.

Os aminoacidos que podem ser usados incluem todos os aminoacidos conhecidos, e o

mesmo & verdadeiro para os péptidos e proteinas.

Entre os aminoacidos que podem ser particularmente mencionados estdo a fenilalanina, a
glicina, a serina, a leucina, o triptofano, o acido aspartico, a arginina e o éster benzilico da

serina.

Entre os polipéptidos estdo o Phe-Val-Glu-Tyr-Leu, o Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Tyr, o Gly-Arg-Gly-.
Asp-Val-Tyr e o Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Tyr.

Entre as proteinas estdo a albumina e a calcitonina.
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Entre as mercaptanas estao o tioetano, o tiofurano, o tiofenol, o tioanisol, o tioglicerol e a 5-

tioglucose.

Os alcoois Uteis incluem aqueles referidos nas Patentes U.S. 4,851,521; 4,965,353 e
5,202,431. Estas patentes também referem outras aminas primarias, aminoacidos, péptidos,

proteinas e mercaptanas Uteis na presente invengao.

As propriedades extremamente Uteis dos ésteres activos de carboxi-polissacaridos e seus
derivados semi-sintéticos incluem a sua reactividade e selectividade elevadas em relagéo a
aminas, comparativamente com aquelas manifestadas face a alcoois e mercaptanas, em
reaccdes de substituicdo nucleofilica. Isto conduz a uma diminuigao significativa de reacgdes
secundarias indesejaveis na sintese de novos polissacaridos modificados, que ocorrem, por
exemplo, quando agentes de condensagdo como a diciclohexilcarbodiimida, o N-hidroxi-
benzotriazol, etc., sdo utilizados ou devido a presencga de grupos funcionais como os grupos

amino ou hidroxilo, por exemplo.

Os novos polissacaridos modificados produzidos a partir dos ésteres activos da presente
invengdo podem ser usados na preparagdo de artigos cirurgicos e artigos ligados aos
cuidados de saude, para uso interno ou externo, como microcapsulas, microesferas, fios,
filmes, gazes, esponjas, etc., como descrito nas Patentes U.S. 4,851,521, 4,965,353 e
5,202,431. Estes podem ser vantajosamente utilizados nas areas biomédica e farmacéutica
como, por exemplo, nas areas de tratamento de feridas, recuperagao e reparagéo de tecidos,
prevencao da aderéncia de tecidos e em sistemas de libertagdo controlada para substancias

biologicamente activas como aminoacidos, péptidos e proteinas.

Embora os Exemplos apresentados abaixo descrevam a formagao de varios derivados do
acido hialurénico, os mesmos métodos podem ser utilizados com os outros carboxi-
polissacaridos da presente invengdo como o acido alginico, o gelano, a carboximetilcelulose,

a carboximetilquitina, a carboximetilamida, etc.

Exemplo 1




Preparacio de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido

hialurénico — 5% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacédo do éster activo — 95% dos

grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilamonio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 180 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomeérica, em
310 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,040 m|
de piridina (0,5 mEq), seguidos de 0,088 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (0,5 mEq).
Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apés o que se precipita o produto por
adicdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml

de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 6,15 grama de produto com o titulo desejado. A analise quantitativa da
percentagem de esterificacao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 2
Preparacido de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido

hialurénico — 10% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacéo do éster activo — 90%

dos grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do &cido hialurénico com um peso
molecular de 160 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomeérica, em
310 m! de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,080 ml
de piridina (1 mEq), seguidos de 0,176 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (1 mEq).
Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apés o que se precipita o produto por
adicdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml

de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 6,12 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificagao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.




Exemplo 3
Preparacio de um ééter pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilamonio do acido

hialurénico — 25% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacéo do éster activo — 75%

dos grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do &cido hialurénico com um peso
molecular de 120 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
310 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,200 ml
de piridina (2,5 mEq) e, em seguida, 0,440 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (2,5
mEq). Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apés o que se precipita o produto
por adicio de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500

ml de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 6,01 grama de produto com o titulo desejado. A analise quantitativa da
percentagem de esterificacao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 4
Preparacido de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido

hialurénico — 50% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacéo do éster activo — 50%

dos grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 80 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
310 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,400 ml
de piridina (5 mEq) e, depois, 0,880 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (5 mEq). Agita-
se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apdés o que se precipita o produto por adi¢cdo
de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 m! de
acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,82 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificagao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidroélise alcalina do éster.
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Exemplo 5
Preparacdo de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido

hialurénico — 75% dos grupos carboxi estio envolvidos na formacéo do éster activo — 25%

dos grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 400 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
310 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,600 ml
de piridina (7,5 mEq) e, depois, 1,32 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (7,5 mEq).
Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, ap6s o que se precipita o produto por
adicdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 mi

de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,62 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificagdo foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 6
Preparacdo do éster pentafluorofenilico total do 4cido hialurénico — 100% dos grupos carboxi

estéo envolvidos na formacéo do éster activo

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 180 000 Daltons, correspondendo a 10 mEqg de uma unidade monomérica, em
310 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,800 ml
de piridina (10 mEq) e, depois, 1,760 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (10 mEq).
Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apés o que se precipita o produto por
adicao de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml

de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,44 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificagao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.
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Exemplo 7
Preparacao de um éster 4-nitrofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico

— 25% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formagéo do éster activo — 75% dos grupos

carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 120 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
310 ml de dimetilsulfoxido, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,200 m! de
piridina (2,5 mEq) e, depois, 0,59 ml de triflucroacetato de 4-nitrofenilo solubilizados em 1 ml
de dimetilsulféxido (2,5 mEq). Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apos o
que se precipita o produto por adicdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado,
lava-se duas vezes com 500 ml de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante
24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,8 grama de produto com o titulo desejado. A analise quantitativa da
percentagem de esterificagao foi efectuada por cromatografia liquida, para determinar o teor
em 4-nitrofenol apoés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 8
Preparacido de um éster parcial do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com 4-hidroxi-

2.5-difenil-3 (2H) —tiofenona-1,1-diéxido — 50% dos grupos carboxi estdo envolvidos na

formacao do éster activo — 50% dos grupos carboxi estdo sob a forma de sal de

tetrabutilamonio

Solubilizam-se 6,2 grama do sal de tetrabutilaménio do acido hialurénico com um peso
molecular de 800 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
310 ml de N-metilsulféxido, a 25°C. Agita-se esta solu¢do enquanto se adicionam 1,63 grama
de 4,6-difeniltieno- [3,4-d] -1,3-dioxol-2-ona 5,5-diéxido (reagente de Steglich) solubilizados
em 5 m! de dimetilsulféxido (5 mEq). Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 30
minutos, apos o que se precipita o produto por adigdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se
o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob

vacuo durante 24 horas, a 30°C.
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Obtém-se, assim, 6,39 grama de produto com o titulo desejado. A analise quantitativa da
percentagem de esterificacao foi efectuada por cromatografia liquida, para determinar o teor

em 4-hidroxi-2,5-difenil-3 (2H) —tiofenona-1,1-diéxido apés hidrélise alcalina do éster.

. Exemplo 9
Preparacdo de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio do acido

alginico — 20% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacédo do éster activo — 80% dos

arupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilamonio

Solubilizam-se 4,17 grama do sal de tetrabutilaménio do acido alginico com um peso
molec_ular de 100 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomeérica, em
210 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,160 ml
de piridina (2 mEq) e, depois, 0,352 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (2 mEq). Agita-
se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apés o que se precipita o produto por adigao
de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml de

acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,04 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificacao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 10
Preparacdo de um éster pentafluorofenilico parcial do sal de tetrabutilaménio de HYAFF 7p50

(50% de éster etilico do acido hialurénico) — 25% dos grupos carboxi estdo envolvidos na

formacao do éster activo — 50% dos grupos carboxi estéo esterificados com etanol — 25% dos

grupos carboxi estdo sob a forma de sal de tetrabutilaménio

Solubilizam-se 5,2 grama do sal de tetrabutilaménio de HYAFF 7p50 com um peso molecular
de 170 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 260 ml de
N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,200 ml de piridina
" (2,5 mEq) e, em seguida, 0,440 ml de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (2,5 mEq). Agita-se
a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, apds 0 que se precipita o produto por adi¢éo de
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2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500 ml de acetato

de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5 grama de produto com o titulo desejado. A analise quantitativa da
percentagem de esterificacao foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 11
Preparacdo de um éster pentafluorofenilico do sal de tetrabutilaménio de HYAFF 11p75 (75%

de éster benzilico do acido hialurdnico) — 25% dos grupos carboxi estdo envolvidos na

formacao do éster activo — 75% dos grupos carboxi estéo esterificados com alcool benzilico

Solubilizam-se 5,07 grama do sal de tetrabutilaménio de HYAFF 11p75 com um peso
molecular de 120 000 Daltons, correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em
260 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,200 ml
de piridina (2,5 mEq) e, em seguida, 0,440 mi de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (2,5
mEq). Agita-se a mistura reaccional a 25°C, durante 1 hora, ap6s o que se precipita o produto
por adicdo de 2 litros de acetato de etilo. Filtra-se o precipitado, lava-se duas vezes com 500
ml de acetato de etilo e, em seguida, seca-se sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,8 grama de produto com o titulo desejado. A andlise quantitativa da
percentagem de esterificacdo foi efectuada por cromatografia gasosa, para determinar o teor

em pentafluorofenol apés hidrélise alcalina do éster.

Exemplo 12
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Preparacdo da N-etilamida parcial do sal de sédio do acido hialurénico — 10% das funcdes

carboxi estéo transformadas em N-etilamidas— 90% das funcées carboxi estdo salificadas

com sodio

Solubilizam-se 6,13 grama do éster activo obtido de acordo com o Exemplo 2,
correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 305 ml de N-metilpirrolidona, a
25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 66 pl de etilamina (1 mEq). Agita-se a
mistura reaccional durante 2 horas, ap6s o que se adicionam 100 ml de uma solugdo a 2% de
cloreto de sédio em agua desionizada. A adigdo de 800 ml de acetona a esta mistura
reaccional provoca a formagao de um precipitado que é filtrado e lavado trés vezes com 100
ml de acetona/agua 5.1, trés vezes com 100 ml de acetona e, finaimente, é seco sob vacuo
durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,0 grama do produto desejado. A analise quantitativa dos grupos amida foi

efectuada para se determinar o teor em etilamina apés hidrélise alcalina.

Exemplo 13

Preparacdo da N-benzilamida parcial do sal de sédio do acido hialurénico — 50% das funcdes
carboxi estio transformadas em N-benzilamidas — 50% das funcées carboxi estdo salificadas

com soédio

Solubilizam-se 5,83 grama do éster activo obtido de acordo com o Exemplo 4,
correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 290 ml de N-metilpirrolidona, a
25°C. Agita-se esta solugao enquanto se adicionam 5,46 m! de benzilamina (5 mEq). Agita-se
a mistura reaccional durante 2 horas, apds o que se adicionam 100 mi de uma solugdo a 2%
de cloreto de s6dio em agua desionizada. A adicdo de 800 ml de acetona a esta mistura
reaccional provoca a formagao de um precipitado, que é filtrado e lavado trés vezes com 100
ml de acetona/agua 5:1, trés vezes com 100 ml de acetona e, finalmente, & seco sob vacuo
durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,3 grama de produto desejado. A analise quantitativa dos grupos amida foi
efectuada para se determinar o teor em benzilamina apés hidrodlise alcalina.

Exemplo 14
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Sintese de um derivado amida do acido hialurénico com arginina — 100% das funcdes carboxi

estao transformadas em amidas do acido hialurénico com arginina

Solubilizam-se 5,45 grama do éster activo obtido de acordo com o Exemplo 6,
correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 270 ml de N-metilpirrolidona, a
25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 1,74 g de D-arginina (10 mEq)
solubilizados em 10 mi de N-metilpirrolidona. Agita-se esta solugdo durante 2 horas, apés o
que se adicionam 800 ml de acetona. Isto provoca a formagdo de um precipitado que é
filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, seco sob vacuo durante 24
horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,35 grama do produto desejado. A analise quantitativa dos grupos amida €
efectuada para se determinar o teor em arginina apos hidrélise acida em acido cloridrico 6 N

(analise de aminoacidos).

Exemplo 15
Preparacéo de um derivado do HYAFF 7p50 (50% de éster etilico do acido _hialurénico)

contendo um péptido com a sequéncia H-Arg-Gly-Asp-OH — 50% das funcdes carboxi estdo

esterificadas com etanol — 25% das funcdes carboxi estdo transformadas em amidas do acido

hialurénico com o péptido — 25% das funcdes carboxi estdo salificadas com sodio

O tripéptido conhecido por RGD (arginina-glicina-acido aspartico) € a sequéncia minima
identificavel pela célula em muitas proteinas do plasma adesivo e da matriz extracelular. Por
exemplo, a sequéncia tripeptidica RGD foi encontrada na vitronectina, na fibronectina, no
factor de von Willebrand, no fibrinogénio e nos colagénios, e foi demonstrado que este
tripéptido desempenha um papel crucial na mediacdo da ligagdo celular e da subsequente

proliferagao celular.
Os péptidos contendo RGD s&o, assim, de interesse para o desenvolvimento de novos

biomateriais que possam melhorar a ligagdo e o crescimento celulares endoteliais a longo-

prazo.
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Solubilizam-se 4,95 grama do éster activo obtido de acordo com o Exemplo 10,
correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 250 ml de N-metilpirrolidona, a
25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 1,08 g de um péptido possuindo a
sequéncia H-Arg-Gly-Asp-OH (2,5 mEq) solubilizados em 10 ml de N-metilpirrolidona. Agita-
se esta solugdo durante 2 horas, apds o que se adicionam 100 ml de uma solugdo a 2% de
cloreto de sédio em agua desionizada. A adigdo de 800 ml de acetona a esta mistura-
reaccional provoca a formagao de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100
ml de acetona/agua 5:1, trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, é seco sob vacuo
durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,8 grama do produto desejado. A determinagéo quantitativa dos grupos

amida & efectuada analisando o teor em aminoacidos.

Exemplo 16
Preparacéo de um derivado do HYAFF 11p75 (75% de éster benzilico do acido hialurénico)

contendo um péptido com a sequéncia H-Gly-Pro-Arg-OH — 75% das funcdes carboxi estdo

esterificadas com alcool benzilico — 25% das funcdes carboxi estio transformadas em

amidas do acido hialurénico com o péptido

Solubilizam-se 4,8 grama do éster activo obtido de acordo com o Exemplo 11,
correspondendo a 10 mEq de uma unidade monomérica, em 240 ml de N-metilpirrolidona, a
25°C. Agita-se esta solugdo enquanto se adicionam 0,82 g do péptivdo possuindo a sequéncia
H-Gly-Pro-Arg-OH (2,5 mEq) solubilizados em 5 ml de N-metilpirrolidona. Agita-se esta
solugao durante 2 horas, apés o que se adicionam 100 ml de uma solugao a 2% de cloreto de
sodio em agua desionizada. A adigdo de 800 ml de acetona a esta mistura reaccional
provoca a formagido de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de
acetona/agua 5.1, trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, € seco sob vacuo
durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,2 grama do produto desejado. A determinagédo quantitativa dos grupos

amida é efectuada analisando o teor em aminoacidos.
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Exemplo 17
Preparacdo de um material esponjoso feito com o HYAFF 7p50 (50% de éster etilico do acido

hialurénico) contendo um péptido possuindo a sequéncia H-Arg-Gly-Asp-OH

Solubilizam-se 4 grama do derivado do HYAFF 7p50 contendo um péptido possuindo a
sequéncia H-Arg-Gly-Asp-OH (descrito no Exemplo 15) em 120 ml de dimetilsulféxido. Filtra-
se a solugao e verte-se num prato de metal de 3 x 4 cm. O prato é colocado num ambiente
controlado a 25°C, saturado com vapor de agua, o qual actua como um coagulante. Obtém-

se, assim, uma placa gelatinosa que é cortada em pedagos medindo 1 x 1 cm.

Estes pedagos sdo imersos em 2 litros de uma solugao aquosa a 5% de NaCl. Este material é
seco por congelagdo, produzindo um material esponjoso que €, em seguida, lavado trés

vezes com 1 litro de agua destilada para eliminar o cloreto de sédio nele incorporado.

Obtém-se, assim, pedagos de material esponjoso medindo 0,9 x 0,9 cm e 4 mm de

espessura.

Exemplo 18
Preparacio de microesferas produzidas a partir de HYAFF 11p75 (75% de éster benzilico do

acido hialuronico) contendo um péptido possuindo a sequéncia H-Gly-Pro-Arg-OH, descrito

noc Exemplo 16

Solubiliza-se o derivado de HYAFF 11p75 contendo o péptido possuindo a sequéncia H-Gly-
Pro-Arg-OH, descrito no Exemplo 16, em 50 ml de dimetilsulféxido, numa concentragéo de
7% (p/v). Separadamente, preparam-se 800 ml de uma mistura de éleo mineral altamente
viscoso contendo ARLACEL, um agente tensioactivo nao iénico, numa concentragéo de 1%
(p/v). Agita-se a uUltima mistura enquanto se adiciona a solugdo contendo o derivado do
HYAFF 11p75-péptido. Forma-se uma emulsdo a qual se adicionam 2,5 litros de acetato de
etilo. O acetato de etilo mistura-se com a fase de emulsdo, mas o derivado peptidico &
insollivel nele. A suspenséao assim obtida é filtrada, e as microesferas resultantes sao lavadas

com 6 litros de N-hexano. O tamanho médio de particula das microesferas é 15 um.
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Exemplo 19
Preparacido da N-propilamida parcial do sal de sodio do acido hialurénico — 50% das fung¢ées

carboxi estio transformadas em N-propilamida— 50% das funcdes carboxi estdo salificadas

com sédio

Solubilizam-se 5,83 grama do éster activo obtido como no Exemplo 4, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomeérica, em 290 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, enquanto se agita, 0,41 ml de N-propilamina (5 mEq). Agita-se a mistura
durante 2 horas e, em seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugéo a 2% de cloreto de
sodio em &gua desionizada. A adigcdo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona
provoca a formagdo de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 mi de

acetona e, em seguida, seco sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,2 grama do produto desejado. A determinagao quantitativa dos grupos

amida é efectuada analisando o teor em N-propilamina apés hidrélise alcalina.

Exemplo 20
Preparacido de um derivado amida do acido hialurénico com glicina — 50% das funcdes

carboxi estao transformadas em glicinamidas — 50% das funcées carboxi estao salificadas

com sédio

Solubilizam-se 5,83 grama do éster activo obtido como no Exemplo 4, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 290 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitagao, 0,375 grama de glicina. Agita-se a mistura durante 2 horas e,
em seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugdo a 2% de cloreto de sédio em agua
desionizada. A adi¢éo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona provoca a formagao de
um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, seco

sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,3 grama do produto desejado. A determinagéo quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em glicina apos hidrélise acida em é&cido cloridrico 6 N

(analise de aminoacidos).




Exemplo 21
Preparacéo de um derivado amida do acido hialurénico com lisina — 100% das funcdes

carboxi estio transformadas em amidas do acido hialurénico com lisina

Solubilizam-se 5,45 grama do éster activo obtido como no Exemplo 6, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 270 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugao
adicionam-se, com agita¢do, 1,46 grama de lisina. Agita-se a mistura durante 2 horas e, em
seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugdo a 2% de cloreto de sédio em agua
desionizada. A adicédo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona provoca a formagao de
um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, seco

sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,0 grama do produto desejado. A determinagéo quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em lisina apés hidrélise acida em acido cloridrico 6 N

(analise de aminoacidos).

Exemplo 22
Preparacido de um derivado amida do acido hialurénico com o éster benzilico de serina —

10% das funcdes carboxi estio transformadas em amidas do acido hialurénico com o éster

benzilico da serina— 90% das funcdes carboxi estéo salificadas com sédio

Solubilizam-se 6,13 grama do éster activo obtido como no Exemplo 2, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 305 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitagdo, 0,194 grama do éster benzilico de serina. Agita-se a mistura
durante 2 horas e, em seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugdo a 2% de cloreto de
sodio em agua desionizada. A adigdo a esta mistura reaccional de 800 m! de acetona
provoca a formacdo de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de

acetona e, em seguida, seco sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 4,5 grama do produto desejado. A determinagdo quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em serina apés hidrélise acida em acido cloridrico 6 N

(analise de aminoacidos).
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Exemplo 23
Sintese de um derivado peptidico do acido hialurénico contendo um péptido possuindo a

sequéncia Phe-Val-Glu-Tyr-Leu — 50% das funcdes carboxi estéo transformadas em amidas

do acido hialurénico com o péptido— 50% das funcdes carboxi estéo salificadas com sddio

Solubilizam-se 5,83 grama do éster activo obtido como no Exemplo 2, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 290 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitagao, 3,46 grama de um péptido possuindo a sequéncia Phe-Val-Glu-
Tyr-Leu (5 mEq) solubilizados em 20 ml de N-metilpirrolidona. Agita-se a mistura durante 2
horas e, em seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugéo a 2% de cloreto de sédio em agua
desionizada. A adi¢éo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona provoca a formagéo de
um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 m| de acetona e, em seguida, seco
sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,4 grama do produto desejado. A determinagado quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em aminoacidos apés hidrélise acida em acido cloridrico

6 N (analise de aminoacidos).

Exemplo 24
Sintese de um derivado peptidico do HYAFF 11p75 contendo um péptido possuindo a

sequéncia Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Tyr — 25% das funcées carboxi estao transformadas em

amidas do Acido hialurénico com o péptido— 75% das funcdes carboxi estdo esterificadas

com alcool benzilico

Solubilizam-se 4,8 grama do éster activo obtido como no Exemplo 11, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 240 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitagao, 1,85 grama de um péptido possuindo a sequéncia Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser-Tyr (2,5 mEqQ) solubilizados em 10 mi de N-metilpirrolidona. Agita-se a mistura
durante 2 horas e, em seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugéo a 2% de cloreto de
sédio em agua desionizada. A adigdo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona
provoca a formagdo de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de
acetona e, em seguida, seco sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.
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Obtém-se, assim, 5,0 grama do produto desejado. A determinagdo quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em aminoacidos apos hidrélise acida em acido cloridrico

6 N (andlise de aminoacidos).

Exemplo 25
Sintese de um derivado peptidico do HYAFF 7p50 contendo um péptido possuindo a

sequéncia Gly-Arg-Gly-Asp-Val-Tyr — 50% das funcbes carboxi estio transformadas em

amidas do acido hialurénico com o péptido — 50% das funcées carboxi estao esterificadas

com alcool etilico

Solubilizam-se 4,95 grama do éster activo obtido como no Exemplo 10, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomeérica, em 250 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitacéo, 3,765 grama de um péptido possuindo a sequéncia Gly-Arg-Gly-
Asp-Val-Tyr (5 mEq) solubilizados em 20 m! de N-metilpirrolidona. Agita-se a mistura durante
2 horas e, em seguida, adicionam-se 100 mi de uma solugdo a 2% de cloreto de sédio em
agua desionizada. A adicdo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona provoca a
formacao de um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de acetona e, em

seguida, seco sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 5,1 grama do produto desejado. A determinagéo quantitativa dos grupos
amida é efectuada analisando o teor em aminoacidos apés hidrélise acida em acido cloridrico
6 N (analise de aminoacidos).

N

Exemplo 26
Preparac3o de um tioéster tiofurano parcial do sal de sédio do acido hialurénico — 10% dos

grupos carboxi estdo envolvidos na formacéo do tioéster— 90% dos grupos carboxi estao
salificados com sodio

Solubilizam-se 6,13 grama do éster activo obtido como no Exemplo 2, correspondendo a 10
mEq de uma unidade monomérica, em 305 ml de N-metilpirrolidona, a 25°C. A esta solugéo
adicionam-se, com agitagdo, 79,4 m! de tiofurano. Agita-se a mistura durante 2 horas e, em'
seguida, adicionam-se 100 ml de uma solugdo a 2% de cloreto de sdédio em agua

desionizada. A adicéo a esta mistura reaccional de 800 ml de acetona provoca a formagao de
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um precipitado que é filtrado, lavado trés vezes com 100 ml de acetona e, em seguida, seco

sob vacuo durante 24 horas, a 30°C.

Obtém-se, assim, 6,3 grama do produto desejado. A determinagdo quantitativa dos grupos

amida é efectuada analisando o teor em tiofurano apés hidrélise basica.

Exemplo 27

Esponjas
Dissolve-se um grama da heptilamida do AH com um peso molecular de 200 kDa, na qual os

grupos carboxi sdo utilizados na reacgdo de substituicdo, em 10 ml de dimetilsulféxido.
Homogeneiza-se a solugao para formar uma mistura contendo 30 grama de NaCl, 1,3 grama

de bicarbonato de sédio e 1 grama de acido citrico.

Uma vez a mistura final completamente homogeneizada, ela é passada entre dois cilindros
colocados a uma distancia apropriada um do outro e girando em direcgdes opostas. Obtém-
se uma camada de material passando a mistura entre eles, num suporte de silicone. A
camada é entdo cortada nas dimensdes desejadas e o suporte de silicone removido. Lava-se -
muito bem a camada com agua e seca-se. Ela pode, em seguida, ser esterilizada com raios

gama.

Exemplo 28
Filmes

Prepara-se uma solugdo solubilizando a N-benzilamida do AH em dimetilsulféxido, numa

concentragao de 180 mg/ml.

Através de um estratificador, espalha-se uma fina camada da solugdo numa lamina de vidro;
a espessura tem que ser 10 vezes superior a espessura final do filme. A lamina de vidro é
imersa em etanol, que absorve o dimetilsulfoxido, mas nao solubiliza a N-benzilamida do AH,
que se torna sélida. O filme é removido da lamina de vidro, lavado repetidamente com etanol,

em seguida, com agua e, de novo, com etanol.

A lamina resuitante é seca numa prensa durante 48 horas, a 30°C.
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Estando a invengdo assim descrita, € 6bvio que a mesma pode ser modificada de varias
formas. Essas modificacées ndo devem ser consideradas como afastamentos do espirito e
ambito da presente invencio e quaisquer modificagdes que parecam Gbvias para um perito

devem ser consideradas como estando no ambito das reivindicagdes que se seguem.

Lisboa, 1§ FEV, 2000
Por FIDIA ADVANCED BIOPOLYMERS S.R.L.

i

{imDA nApnrT
YITIRA BARRETD

Areo da Conceigdo, 3 - 19- 1160 LISBOA
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REIVINDICAGOES
1. Ester activo de um carboxi-polissacarido ou de um derivado semi-sintético de um
carboxi-polissacarido, no qual todos ou parte dos grupos carboxi desses compostos estao
esterificados com um alcool seleccionado entre o grupo que consiste num alcool aromatico,
num alcool aromatico substituido, num alcool heterociclico aromatico, num alcool
heterociclico aromatico substituido, numa N-hidroxilamina e numa combinagdo destes
compostos; no qual quando s parte dos grupos carboxi do referido carboxi-polissacarido ou
do referido derivado semi-sintético do referido carboxi-polissacarido estdo esterificados, os
restantes grupos carboxi estdo salificados com um membro seleccionado entre o grupo que
consiste num sal de amoénio quaternario, num metal alcalino, num metal alcalino-terroso e

numa combinacao destas espécies.

2. Ester activo de acordo com a reivndicacdo 1, no qual o referido alcool € um alcool
aromatico.
3. Ester activo de acordo com a reivindicago 2, no qual o referido alcool aromatico &€ um

alcool aromatico substituido.

4, Ester activo de acordo com a reivindicagido 3, no qual o referido alcool aromatico
substituido é seleccionado entre o grupo que consiste num alcool aromatico fluoro-

substituido, num alcool aromatico cloro-substituido e num alcool aromatico nitro-substituido.

5. Ester activo de acordo com a reivindicagio 4, no qual o referido alcool aromatico
substituido é seleccionado entre o grupo que consiste no pentafluorofenol, pentaclorofenol, 4-

nitrofenol e numa combinagao destes compostos.

6. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido alcool € um alcool

heterociclico aromatico.

7. Ester activo de acordo com a reivindicagado 6, no qual o referido alcool heterociclico
aromatico é seleccionado entre o grupo que consiste num alcool benzotriazolina, num alcool
tiofeno, num alcool hidroxipiridina, num dlcool pirazolina e numa combinagdo destes

compostos.




8. Ester activo de acordo com a reivindicagéao 6, no qual o referido alcool heterociclico
aromatico é seleccionado entre o grupo que consiste na 2-hidroxipiridina, 3-hidroxipiridina,
3,4-dihidro-4-oxobenzotriazina-3-ol, 4-hidroxi-2,5-difenil-3(2H)tiofenona-1,1-dioxido, 3-fenil-1-
(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-ona, 3-metil-1-(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-ona e numa combinagao

destes compostos.

9. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido alcool € uma N-

hidroxilamina.

10. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 9, no qual a referida N-hidroxilamina &
seleccionada entre o grupo que consiste na N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftalimida e numa

combinagao destes compostos.

11. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido sal de amoénio

quaternario & um sal de tetralquilaménio.

12. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 11, no qual o referido sal de

tetralquilamonio é um sal de tetrabutilaménio.

13. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido carboxi-polissacarido
ou seu derivado semi-sintético & seleccionado entre o grupo que consiste num
glicosaminoglicano, no acido alginico, no gelano, na carboximetilcelulose, na

carboximetilquitina e num éster parcial destes compostos.

14. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido glicosaminoglicano €

o acido hialurénico.

15. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido éster activo é
sintetizado a partir de um sal de tetrabutilaménio seleccionado entre o grupo que consiste no
sal de tetrabutilaménio de um glicosaminoglicano, no sal de tetrabutilaménio do acido
alginico, no sal de tetrabutlamoénio do gelano, no sal de tetrabutilamonio da
carboximetilcelulose e no sal de tetrabutilaménio da carboximetilquitina.
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16. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido derivado semi-

sintético do referido carboxi-polissacarido &€ um éster parcial do referido carboxi-polissacarido.

17. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 16, no qual o referido éster parcial &€ um
éster de um alcool seleccionado entre o grupo que consiste num alcool alifatico, num alcool
arilalifatico, num alcool cicloalifatico, num alcool heterociclico e numa combinacdo destes
compostos.

18. Ester activo de acordo com a reivindicagdo 17, no qual o referido alcool alifatico

contém entre 2 e 34 atomos de carbono.

19. Ester activo de acordo com a reivindicacdo 17, no qual o referido éster parcial € um

éster do alcool etilico.

20. Ester activo de acordo com a reivindicacdo 17, no qual o referido éster parcial & um

éster de um alcool arilalifatico.

21. Ester activo de acordo com a reivindicagao 20, no qual o referido alcool arilalifatico € o

alcool benzilico.

22. Ester activo de acordo com a reivindicagao 1, seleccionado entre o grupo que consiste
num éster pentafluorofenilico do acido hialurénico com 5% dos seus grupos carboxi
envolvidos na formagao do éster activo e no qual os restantes 95% grupos carboxi estao
salificados com tetrabutilaménio; um éster pentafluorofenilico do acido hialurénico com 10%
dos seus grupos carboxi envolvidos na formagéo do éster activo e no qual os restantes 90% .
grupos carboxi estdo salificados com tetrabutilaménio; um éster pentafluorofenilico do &cido
hialurénico com 25% dos seus grupos carboxi envolvidos na formagéo do éster activo e no
qual os restantes 75% grupos carboxi estéo salificados com tetrabutilamoénio; um éster
pentafluorofenilico do acido hialurénico com 50% dos seus grupos carboxi envolvidos na
formagéo do éster activo e no qual os restantes 50% grupos carboxi estdo salificados com
tetrabutilamoénio; um éster pentafluorofenilico do acido hialurénico com 75% dos seus grupos
carboxi envolvidos na formagéo do éster activo e no qual os restantes 25% grupos carboxi

estdo salificados com tetrabutilaménio; um éster pentafluorofenilico do acido hialurénico com
3




=

[T

100% dos seus grupos carboxi envolvidos na formagdo do éster activo, um éster 4-
nitrofenilico do acido hialurénico com 25% dos seus grupos carboxi envolvidos na formagéo
do éster activo e no qual os restantes 75% grupos carboxi estdo salificados com
tetrabutilaménio; um éster 2,5-difenil-tiofeno-4-il-3(2H)-ona 1,1-diéxido do &cido hialurénico
com 50% dos seus grupos carboxi envolvidos na formagéo do éster activo e no qual os
restantes 50% grupos carboxi estdo salificados com tetrabutiaménio; um éster
pentafluorofenilico do acido alginico com 20% dos seus grupos carboxi envolvidos na
formacédo do éster activo e no qual os restantes 80% grupos carboxi estao salificados com
tetrabutitamonio; um éster pentafluorofenilico do éster etilico do acido hialurénico p50 com
25% dos seus grupos carboxi envolvidos na formagéo do éster activo e no qual 50% dos
grupos carboxi estdo esterificados com etanol e os restantes 25% grupos carboxi estdo
salificados com tetrabutilamonio; e um éster pentafluorofenilico do éster benzilico do acido
hialurénico p75 no qual 25% dos grupos carboxi estdo envolvidos na formacéo do éster activo

e os restantes 75% grupos carboxi estéo esterificados com alcool benzilico.

23. Processo para produzir um éster activo de acordo com a reivindicagdo 1, que
compreende a reacgdo de um sal de tetralquilaménio do referido carboxi-polissacarido ou do
referido derivado semi-sintético do referido carboxi-polissacarido com um derivado reactivo
de um alcool, que se liga aos grupos carboxilo desses compostos, num solvente aprotico, a
uma temperatura entre 0 e 60°C.
N

24, Processo de acordo com a reivindicagdo 23, no qual o referido derivado reactivo de
um alcool é seleccionado entre o grupo que consiste num trifluoroacetato, num carbonato,

num oxalato, num sulfito e num fosfito do referido alcool.

25. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, no qual o derivado reactivo de um alcool
& um membro seleccionado entre o grupo que consiste no trifluoroacetato de 4-nitrofenilo, no
trifluoroacetato de pentafluorofenilo, no sulfito de di-pentafluorofenilo, no carbonato de di-(N-
succinimidilo) e no 4,6-difeniltieno[3,4-d)-1,3-dioxol-2-ona 5,5-didxido.

26. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, no qual o referido solvente aprético é
seleccionado entre o grupo que consiste no dimetilsulféxido, na N-metilpirrolidona e na N,N-

dimetilformamida.
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27. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, no qual o referido sal de tetralquilaménio

& um sal de tetrabutilaménio.

28. Utilizacdo do referido éster activo, de acordo com a reivindicagao 1, para a preparagao
de um carboxi-polissacarido modificado ou de um derivado semi-sintético modificado de um

carboxi-polissacarido.

29. Utilizagao do referido éster activo de acordo com a reivindicagao 28, no qual o referido
carboxi-polissacarido modificado ou o referido derivado semi-sintético modificado de um

carboxi-polissacarido € um éster, um tioéster ou uma amida.

30. Utilizagdo do referido éster activo de acordo com a reivindicagéo 29, no qual a referida
amida é formada por reacgdo do referido éster activo do referido carboxi-polissacarido ou do
referido derivado semi-sintético do referido carboxi-polissacarido com um membro
seleccionado entre o grupo que consiste numa amina, num aminoacido, num péptido e numa

proteina.

31. Uso do referido éster activo de acordo com a reivindicagdo 30, no qual a referida
amina é seleccionada entre o grupo que consiste numa amina primaria, numa amina alifatica,
numa amina arilalifitica, numa amina alifatica substituida e numa amina arilalifatica

substituida.

32. Uso do referido éster activo de acordo com a reivindicagdo 30, no qual o referido

aminoacido, péptido ou proteina é biologicamente activo.

33. Utilizacio de um éster activo, de acordo com a reivindicagdo 1, para a preparagéo de
um derivado amida do acido hialurénico seleccionado entre o grupo que consiste em:

uma N-etilamida do acido hialurénico com 10% dos seus grupos carboxi envolvidos na
formagéo da amida e os restantes 90% dos seus grupos carboxi salificados com sédio;

uma N-benzilamida do acido hialurénico com 50% dos seus grupos carboxi envolvidos
na formacdo da amida e os restantes 50% dos seus grupos carboxi salificados com sadio.

um derivado amida do acido hialurdénico com arginina no qual 100% dos grupos

carboxi estdo envolvidos na formagao da amida;
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um derivado peptidico do éster etilico (50%) do &cido hialurénico com um inibidor
peptidico da fracgao da fibronectina possuindo a sequéncia H-Arg-Gly-Asp-OH, com 50% das
suas fungdes carboxi esterificadas com etanol, 25% das suas fungdes carboxi envolvidas na
formacdo da amida com o péptido e os restantes 25% das suas fungbes carboxi salificadas
com sodio;

e

um derivado peptidico do éster benzilico do acido hialurénico p75 com um inibidor
peptidico da fibrindlise possuindo a sequéncia H-Gly-Pro-Arg-OH, com 75% das suas fungdes
carboxi esterificadas com &lcool benzilico e 25% das suas fungdes carboxi envolvidas na
formagao da amida com o péptido, compreendendo a reacg&o de um éster activo de um
carboxi-polissacarido ou de um éster activo de um derivado semi-sintético de um carboxi-
polissacarido com uma amina, um aminodacido, um péptido ou uma proteina, num solvente

aprético, a uma temperatura entre 0 e 60°C.

34. Utilizagso de um éster activo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-22,

para a preparagéo de artigos Uteis nas areas biomedica e farmacéutica.

35. Utilizacdo, de acordo com a reivindicagdo 34, para a preparagdo de artigos
cosméticos, artigos ligados aos cuidados de satde, artigos cirurgicos e kits de diagnéstico.

36. Utilizacdo, de acordo com a reivindicagdo 35, para preparar microcapsulas,

microesferas, fios, filmes, gazes e esponjas.

37. Utilizagdo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 34-36, para a preparagao

de artigos Uteis na reparagéo de tecidos.

38. Utilizacdo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34-37, num sistema de
libertacdo controlada para uma substancia biolégica ou farmacologicamente activa, no qual a
referida substancia é seleccionada entre o grupo que consiste num aminoacido, num péptido

e numa proteina.

39. Utilizagao de um éster activo, de acordo com as reivindicagdes 34 a 38, incluindo a

referida preparagao a preparagéo de um derivado amida como definido na reivindicagao 33.
6
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RESUMO
ESTERES ALTAMENTE REACTIVOS DE CARBOXI-POLISSACARIDOS E NOVOS
CARBOXI-POLISSACARIDOS DERIVADOS DESSES COMPOSTOS

Disponibilizam-se ésteres activos de carboxi-polissacaridos e de derivados semi-sintéticos
de carboxi-polissacaridos, nos quais todos ou parte dos seus grupos carboxi estao
esterificados com um alcool aromatico, um alcool aromatico substituido, um alcool
heterociclico aromatico, um alcool heterociclico aromatico substituido, uma N-
hidroxilamina ou uma combinagdo destes compostos. E também disponibilizado um
processo para produzir tais ésteres activos. Estes ésteres activos podem ser usados para
a breparagéo de carboxi-polissacaridos modificados ou de derivados semi-sintéticos
modificados desses carboxi-polissacaridos, na forma de ésteres, tioésteres ou amidas.
Tais ésteres activos, polissacaridos modificados e derivados semi-sintéticos modificados
de carboxi-polissacaridos podem ser usados nas areas biomédica e farmacéutica para
preparar, por exemplo, artigos cosméticos, artigos ligados aos cuidados de saude, artigos

cirtrgicos e kits de diagnéstico.
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