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RESUMO

"MATERIAL POLIMERICO BIODEGRADAVEL PARA APLICAQ@ES

BIOMEDICAS"

A invencdo relaciona-se com um material que & um
copolimero em multibloco de poli(éter-éster) baseado numa
combinacdo de um componente poli(alquilenoglicol), um diol
de cadeia curta, um &cido dicarboxilico aromdtico ou seu
derivado e pelo menos um tipo de &cido dicarboxilico néo
aroméatico ou seu derivado. A invencdo relaciona-se também
com um Processo para a preparacdo do material polimérico,
com um dispositivo medicinal compreendendo o dito material
polimérico e com a utilizacdo do dispositivo medicinal para
a preparacdo de um medicamento para a regeneracdo guiada de
tecidos, como uma armacdo para a engenharia de tecidos
in vitro, ou como uma matriz para a libertacdo controlada

de uma substédncia (bio)activa.
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DESCRICAO

"MATERIAL POLIMERICO BIODEGRADAVEL PARA APLICAQ@ES

BIOMEDICAS"

A invencdo relaciona-se com um dispositivo
medicinal compreendendo um material polimérico e com a
utilizacdo do dispositivo medicinal para a preparacdo de um
medicamento para a regeneracdo guiada de tecidos, como uma
armacdo para a engenharia de tecidos in vitro, ou como uma
matriz para a libertacdo controlada de uma substancia

(bio)activa.

Existe correntemente um interesse continuamente
crescente sobre novos materiais que sejam Uteis como
veiculos para agentes biologicamente activos e que possam
ser utilizados para a libertacdo in vivo de tais agentes.
Em particular, tem sido dedicada muita investigacdo ao
desenho de tais wveiculos que apresentem um ©perfil
egspecifico de degradabilidade in vivo, pelo gqual seja
obtido um ©padrdo de libertacdo desejado do agente

biologicamente activo incorporado.

Uma das ideias por detrds desta investigacdo é o
desejo de desenvolver sistemas de libertacdo que prolonguem
o tempo de libertacdo de férmacos existentes (isto ¢,

libertacdo prolongada). Uma outra ideia ¢é o desejo de



PE1481017

desenvolver sistemas que evitem ou mitiguem os fracos
perfis farmacocinéticos de alguns férmacos. Em particular,
0s péptidos e as proteinas causam dificuldades
farmacociéticas. Tais substédncias devem frequentemente ser
administradas parentericamente quando ¢é necessiaria uma
accdo sistémica. Muitos féarmacos tém, também, semi-vidas
curtas, o que implica a necessidade de calendarizacdes com
injeccdes frequentes. A adaptacdo do paciente e o0s custos
elevados associados aos protocolos com uma administracédo
frequente proporcionam um forte estimulo para se
encontrarem novas vias de administracdo, e concorrentemente
novas formas de dosagem para tais farmacos. Ainda uma outra
ideia por detréds da investigacdo sobre novos veiculos para
a libertacdo de férmacos, é o desejo de conseguir que um
agente Dbiologicamente activo administrado, tal como um
farmaco, seja libertado numa localizacdo especifica no
paciente. Por exemplo, quando administrado oralmente, pode
ser necessario desenhar um veiculo de libertacdo gque seja
capaz de suportar as severas condicdes encontradas no
estdmago, e qgque passe de uma forma intacta para os
intestinos para apenas ai libertar um farmaco incorporado

(isto é, libertacdo retardada).

Os sistemas poliméricos que estdo presentemente
sob investigacdo como matrizes para a libertacdo de
fadrmacos incluem uma larga variedade de compostos
biodegraddveis. Um sistema frequentemente wutilizado ¢é
baseado no &cido polilactico (PLA), ou em copolimeros de

dcido polilactico e &cido glicdélico. Tais copolimeros sé&o
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conhecidos por polimeros PLGA. No passado, tém sido
preparadas microesferas de polimeros PLGA encapsulando um
agente biologicamente activo. No entanto, estdo associadas
a estes sistemas numerosas desvantagens graves. De entre
estas estdo as fracas possibilidades de manipulacdo da
libertacdo de uma proteina encapsulada por microesferas de
PLGA. A difusdo, gque desempenha um papel crucial a este
respeito, de ©proteinas em matrizes de PLGA ¢é muito
limitada. A libertacdo das proteinas incorporadas esta
concordantemente completamente dependente da difusdo da
proteina através dos poros da matriz (se presentes), e da
degradacdo ou dissolucdo in vivo do PLGA. A degradacdo da
matriz de PLGA origina uma relativamente aguda diminuicéo
do pH na matriz polimérica, o qual pode ser prejudicial

para muitas proteinas.

O Pedido de Patente Europeia N.° 0 830 859
divulga um sistema de libertacdo de farmacos baseado num
copolimero de um polialgquilenoglicol, preferivelmente
polietilenoglicol, e um poliéster aromatico,
preferivelmente tereftalato de polibutileno. Este material
polimérico tem propriedades semelhantes a um hidrogel e
permite de uma forma vantajosa a difusdo de até mesmo
moléculas grandes, tais como proteinas, através da matriz
polimérica. Além disso, a biocompatibilidade deste material

polimérico tem sido estabelecida como sendo muito boa.

Para alguns ©propdsitos, no entanto, tem-se

verificado que a degradacdo do polimero ¢é relativamente
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lenta. Como consequéncia, vestigios ou particulas da matriz
polimérica podem permanecer intactas durante algum tempo
apds estar completada a libertacdo de um féarmaco
incorporado. Concordantemente, hé& um desejo de provisdo de
um material polimérico, apropriado para utilizacdo como
veiculo de libertacdo para agentes biologicamente activos
tais como féarmacos e proteinas, em que as caracteristicas
de degradabilidade do polimero possam ser substancialmente
alteradas enquanto de mantém substancialmente as excelentes
caracteristicas bioldgicas do copolimero gue serve Como

ponto de partida.

Uma outra tendéncia no desenvolvimento de
biomateriais é impelida pelo campo relativamente novo da
engenharia de tecidos. Tipicamente, em engenharia de
tecidos, uma matriz, frequentemente referida como armacéo,
¢ disponibilizada com <células in vitro e o gSistema
combinado de células e armacdo é implantado no organismo de
um paciente com necessidade de reparacdo de tecidos. No
inicio, apdés a implantacdo, a armacdo tem a intencdo de
proporcionar as propriedades mecénicas e a integridade para
manter o implante reunido. Uma vez as células terem
comecado a desenvolver-se e a formarem o novo tecido, hé& a
intencdo de a armacdo se degradar para que o novo tecido
possa iniciar a sua funcdo. Por wvezes, as células séo
sujeitas a um protocolo de cultura in vivo para acelerar 1in

vivo o0 processo de formacdo do novo tecido.

O material ideal para servir como armacdo a ser
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disponibilizada com as células em engenharia de tecidos,
tem propriedades que se assemelham de perto, em particular
as propriedades mecénicas, as do tecido que tem necessidade
de reparacdo. Porque alguns tipos de tecidos necessitam de
propriedades mecdnicas com maior robustez e rigidez do que
outros, ¢é desejavel ter um material Dbiodegradavel e
biocompativel cujas propriedades mecdnicas possam ser, de
forma wvantajosa, ajustadas as necessidades da situacdo na
engenharia de tecidos. Também, dependendo do tipo de tecido
a ser reparado, pode ser desejadvel uma mais lenta ou mais

rapida degradacédo da armacéo.

E portanto um objectivo da presente invencéo
proporcionar um dispositivo medicinal compreendendo um
biomaterial que se degrade ao longo de um favorédvel curto
periodo de tempo, mantendo ao mesmo tempo excelentes

caracteristicas no que respeita a biocompatibilidade.

Um outro objectivo da presente invencdo ¢é de
proporcionar um dispositivo medicinal compreendendo um
material que tem uma composicdo que permite o ajustamento
das caracteristicas de degradacéo, mantendo as
caracteristicas de biocompatibilidade e outras
caracteristicas relacionadas com a utilizacdo do material,
por exemplo como veiculo para a libertacdo de farmacos, né&o
afectadas negativamente de forma substancial pelo dito

ajustamento.

E também um objectivo da presente invencdo chegar
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a um material que exprima ndo apenas as caracteristicas
acima mencionadas no que respeita a biocompatibilidade e
biodegradabilidade ajustavel, mas que também satisfaca os
requisitos no que respeita a aplicacdo do material nos
dispositivos medicinais referidos.

E para além disso um objectivo da invencao
proporcionar um material gque possa servir como uma matriz
para a libertacdo controlada de substéancias (bio)activas,

tais como féarmacos ou factores de crescimento.

Os inventores descobriram actualmente um material
polimérico no qual certos componentes tinham sido
incorporados para proporcionar estas desejadas
caracteristicas e para satisfazer os requisitos acima. Este
material polimérico ¢é Dbaseado numa combinacdo de um
componente poliéter, um diol de cadeia curta e uma mistura
de &4cidos dicarboxilicos aromadticos e ndo aromaticos ou

seus derivados.

A invencédo é, concordantemente, dirigida para um
dispositivo medicinal compreendendo um copolimero aleatdrio

compreendendo unidades monoméricas
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em que
"  representa uma ligacdo a outra unidade
monomérica;
X representa uma espécie contendo um grupo
aromatico;

Y & uma espécie alquileno;

7 representa uma espécie algquileno ou alcenileno;
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n ¢é um inteiro na gama de 1-250, preferivelmente

8-100; e

m € um inteiro na gama de 2-16.

Um material polimérico de acordo com a invencgéao
tem mostrado possuir excelentes caracteristicas no que
respeita a biodegradabilidade e biocompatibilidade.
Variando a razdo entre os diferentes componentes do
copolimero em multibloco, podem ser ajustados de forma
conveniente o perfil de biodegradabilidade, bem como as
propriedades mecanicas do material polimérico.
Vantajosamente, foi descoberto que sob certas condicdes o
produto de degradacdo do componente poliéster, o A&cido
dicarboxilico, pode catalisar a degradacdo dos outros

componentes do presente material polimérico.

No contexto da ©presente invencéio, 0 termo
biocompativel tem a intencdo de se referir a materiais que
possam ser incorporados no organismo de um humano ou
animal, por exemplo, na forma de um implante medicinal,
substancialmente sem respostas inaceitdveis do humano ou
animal. O termo biodegraddvel refere-se a materiais que,
apds um certo periodo de tempo num ambiente bioldgico, sé&o
decompostos. Preferivelmente, a taxa de decomposicdo &
escolhida de modo a ser similar ou idéntica a taxa a qual o
organismo produz tecido autogéneo para substituir um

implante fabricado a partir do tal material biodegradéavel.
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O termo copolimero aleatdério tem a intencdo de
mostrar que um material polimérico da invencdo compreende
unidades monoméricas A, B, C, e D em qualquer ordem e em
qualquer razdo. A razdo entre o numero a de unidades
monoméricas A e o numero b de unidades monoméricas B (a/b)
seréd tipicamente igual a razdo entre o numero c¢ de unidades
monoméricas C e o numero d de unidades monoméricas D (c/d).
E preferivel que um copolimero de acordo com a invencédo né&o
contenha quaisquer outras unidades monoméricas diferentes

das unidades A, B, C, e/ou D.

Como tal, 0o material ©polimérico compreende
fragmentos tanto duros como moles. A fraccdo em peso dos
fragmentos moles pode ser definida como x e ser determinada
pela fraccdo combinada do peso das unidades monoméricas A e
C no material polimérico. A fraccdo em peso dos fragmentos
duros ¢é entdo definida como 1-x e ¢é determinada pela
fraccdo combinada do peso das unidades monoméricas B e D no
material polimérico. A fraccdo em peso dos fragmentos moles
x estd preferivelmente na gama de 0,1 a 1, mais
preferivelmente de 0,4 a 1, ainda mais preferivelmente de
0,5 a 0,9. Além disso, a fraccdo da soma do numero de
unidades monoméricas C e do numero de unidades monoméricas
D (¢ + d) é preferivelmente de 0,01 a 1, mais

preferivelmente de 0,05 a 0,99.

Conforme mencionado, X é uma espécie
compreendendo um grupo aromatico. O grupo aromdtico pode em

principio ser qualguer grupo aromatico, tal como os grupos
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fenilo, naftilo, ou ciclopentadienilo. Preferivelmente, o
grupo aromédtico ¢ um grupo fenilo. Serd entendido que o
grupo aromatico pode conter um ou mais substituintes, tais
como cloreto, brometo, iodeto, fluoreto, nitro, grupos
metoxilo ou grupos alquilo contendo 1-3 &tomos de carbono.
E adicionalmente possivel que a espécie X compreenda outros
grupos atdémicos, tais como grupos metileno. Exemplos de
tais possibilidades incluem - (CH;),-grupo aromatico- (CHy),
em que p e g sdo independentemente escolhidos a partir do
grupo de inteiros na gama de 0-3. Preferivelmente, tanto p

como g sdo 0.

A espécie Y é um grupo alquileno. Os termos
alguileno e polialguileno, como aqui se utilizam,

referem-se geralmente a qualquer estrutura isomérica, isto

é, propileno compreende tanto 1,2-propileno Ccomo
1,3-propileno, butileno compreende 1,2-butileno,
1,3-butileno, 2,3-butileno, 1,2-isobutileno,
1,3-isobutileno e 1,4-isobutileno (tetrametileno) e
similarmente para homdélogos alguileno superiores.

Preferivelmente, este grupo alquileno é escolhido a partir
do grupo de etileno, propileno, butileno e combinacdes
deles. Conjuntamente com o oxigénio a que estd ligado, a
espécie Y forma uma unidade de repeticdo que ocorre n vezes
nas unidades monoméricas A e C. Esta unidade de repeticédo é
derivada preferivelmente a partir de um
poli(alquilenoglicol). O poli(alguilenoglicol) é escolhido
preferivelmente a partir do grupo de poli(etilenoglicol),

poli (propilenoglicol), e poli(butilenoglicol) e copolimeros
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deles, tais como poloxdmeros. Um poli(alquilenoglicol)
altamente preferido é o) poli(etilenoglicol). 0
poli(alquilenoglicol) pode ter um peso molecular médio de
cerca de 200 até cerca de 10 000 g/mol. Preferivelmente, o
poli(alquilenoglicol) tem peso molecular médio de 300 a
4000 g/mol. Concordantemente, o inteiro n ¢é escolhido
preferivelmente na gama de 1-250, mais preferivelmente

8-100.

Um peso molecular médio, como aqui se refere,
pode apropriadamente ser determinado por Cromatografia de
Permeacdo por Gel (GPC). Esta técnica, que ¢ conhecida
per se, pode por exemplo ser realizada utilizando
clorofdérmio, hexafluoroisopropanol ou m-cresol como
solvente e poliestireno ou poli(metacrilato de metilo) como
padrdo externo. Alternativamente, pode ser obtida uma
medida do peso molecular médio utilizando a viscometria
(ver NEN-EN-ISO 1628-1). Esta técnica pode, por exemplo,
ser realizada a 25 °C utilizando clorofdérmio,
hexafluoroisopropanol ou uma mistura de ambos Ccomo
solvente. Preferivelmente, a viscosidade intrinseca do
copolimero situa-se entre 0,2 e 2,0 dL/g. As gamas mais
preferidas para o peso molecular médio determinado por GPC
mencionada acima pode também ser expressa em termos de
viscosidade intrinseca, gquando sdo conhecidos os dados

fisicos apropriados dos polimeros.

A espécie Z é um grupo alquileno ou alcenileno.

Tal como o termo grupo alquileno, o termo grupo alcenileno
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tem a intencdo de se referir a qualguer estrutura
isomérica. Desta forma, por exemplo, um grupo propenileno
pode ser um grupo 1,2-propenileno, um grupo
2,3-propenileno, ou um grupo isopropenileno. Tipicamente, a
espécie 7, conjuntamente com os dois grupos carbonilo a que
estd ligada serdo derivados a partir de um 4cido
dicarboxilico ou de um seu derivado. Preferivelmente, o
acido dicarboxilico é um &cido alcanodidico tendo de 4 a 18
4tomos de carbono. E preferido adicionalmente que o &cido
dicarboxilico seja um &cido dicarboxilico n&do ramificado,
dado que tem sido descoberto que isto conduz a um
copolimero tendo uma processabilidade superior, em que um
agente biologicamente activo pode ser incorporado de uma
forma conveniente. Particularmente preferidos s&o os &cidos
dicarboxilicos escolhidos a partir do grupo de &cido
maleico, &cido succinico, é&cido adipico, &cido sebéacico,
4dcido glutdrico, e é&cido subérico. Desta forma, Z ¢
escolhido preferivelmente a partir do grupo de etenileno,
propileno, butilenos, hexileno, e octileno. Adicionalmente,
foi descoberto que ¢é obtido um copolimero tendo um
comportamento de intumescimento aumentado quando a
quantidade de é&cido dicarboxilico (alifdtico) utilizada

para preparar o copolimero é aumentada.

Em vez de se wutilizar na realidade um é&cido
dicarboxilico, é também possivel utilizar um derivado de um
4dcido dicarboxilico que serd incorporado na estrutura do
copolimero por via das mesmas funcionalidades carboxilicas.

Exemplos de tais derivados podem facilmente ser imaginados
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por uma pessoa competente e incluem anidridos, mono- e
diésteres, cloretos mono- e diédcidos, e semelhantes. No
caso de ser utilizado um mono- ou diéster do &cido
dicarboxilico, o grupo &cido carboxilico ¢ preferivelmente
esterificado para um grupo alquilo tendo de 1 a 4 &tomos de
carbono. Os derivados preferidos sédo os ésteres

dimetilicos.

O inteiro m ¢é escolhido na gama de 2-16. Os
grupos metileno repetidos 2 a 16 vezes sdo derivados
preferivelmente a partir de um diol. Numa forma de
realizacdo preferida, o diol é escolhido a partir do grupo
de di-hidroxietano, di-hidroxipropano ou di-hidroxibutano.
Um diol de cadeia curta altamente preferido ¢é o)

di-hidroxibutano.

O peso molecular médio de um copolimero aleatdrio
de acordo com a invencdo situa-se preferivelmente entre
10 000 e 500 000 g/mol, mais preferivelmente entre 40 000 e

300 000 g/mol.

A 1invencdo relaciona-se adicionalmente com um
processo para preparar um copolimero como descrito acima

compreendendo 0s passos de

a) fazer reagir um acido dicarboxilico
aromadtico ou um seu derivado, um &cido dicarboxilico né&o
aromatico ou um seu derivado com um poli(alquilenoglicol) e

um alcanodiol; e
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b) levar a cabo uma policondensacdo sob a

remocdo do alcanodiol.

O &cido dicarboxilico aromdtico ou o seu derivado
é escolhido de forma a que ele origine a espécie X descrita
acima. Um exemplo preferido do 4cido dicarboxilico
aromdtico ¢é o 4acido tereftdlico ou um seu derivado.
Exemplos de tais derivados podem ser facilmente imaginados
por uma pessoa competente e incluem anidridos, mono- e
diésteres, cloretos mono- e diédcidos, e semelhantes. No
caso de ser utilizado um mono- ou diéster do Acido
dicarboxilico4, o grupo acido carboxilico é preferivelmente
esterificado para um grupo alquilo tendo de 1 a 4 a&tomos de
carbono. Os derivados preferidos sédo os ésteres

dimetilicos.

O &cido dicarboxilico n&o aromadtico ou o seu
derivado, conforme foi discutido acima, ¢é escolhido de
forma a que ele origine a espécie Z no copolimero.
Preferivelmente, o n&do aromdtico é escolhido a partir do
grupo de 4&cido maleico, &cido succinico, é4cido adipico,
dcido sebécico, éacido glutéarico, e 4cido subérico. Exemplos
de derivados apropriados podem ser facilmente imaginados
por uma pessoa competente e incluem anidridos, mono- e
diésteres, cloretos mono- e diédcidos, e semelhantes. No
caso de ser utilizado um mono- ou diéster do éacido
dicarboxilico, o grupo &cido carboxilico é preferivelmente

esterificado para um grupo alquilo tendo de 1 a 4 atomos de
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carbono. Os derivados preferidos s&o os ésteres

dimetilicos.

O poli(alquilenoglicol) ¢ escolhido de forma a
que ele origine a egpécie Y no copolimero. 0
poli(alquilenoglicol) é escolhido preferivelmente a partir
do grupo de poli(etilenoglicol), poli(propilenoglicol), e
poli(butilenoglicol) e seus copolimeros, tais como
poloxameros. Um poli(algquilenoglicol) altamente preferido é
o poli(etilenoglicol). O poli(alquilenoglicol) pode ter um
peso molecular médio de cerca de 200 até cerca de
10 000 g/mol. Preferivelmente, o poli(alquilenoglicol) tem

um peso molecular médio de 300 a 4 000 g/mol.

O alcanodiol ¢é preferivelmente um diol de cadeia
curta e é escolhido de forma a que ele origine o grupo
contendo o indice m nas fdérmulas acima. Numa forma de
realizacédo preferida, o diol é escolhido a partir do grupo
de di-hidroxietano, di-hidroxipropano ou di-hidroxibutano.
Um diol de cadeia curta altamente preferido ¢é o)

di-hidroxibutano.

Uma preparacdo preferida de um copolimero em
multibloco de acordo com a invencdo serd agora explicada
por via de exemplo para um copolimero em multibloco
sintetizado a partir de poli(etilenoglicol), butanodiol,
tereftalato de dimetilo, e succinato de dimetilo. Com base
nesta descricdo, a pessoa competente serd capaz de preparar

qualgquer copolimero em multibloco desejado dentro da classe
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acima descrita.

Um copolimero em multibloco de poli(éter-éster)
tipico pode ser sintetizado a partir de uma mistura de
tereftalato de dimetilo, um alcanodiol tal como o)
1,4-butanodiol (em excesso), poli(etilenoglicol), succinato
de dimetilo, um antioxidante e um catalisador. Um exemplo
de um catalisador apropriado é o tetrabutiloxititdnio. A
mistura é colocada num frasco de reaccao e é
preferivelmente aquecida até pelo menos cerca de 160 °C, e
o metanol ¢ preferivelmente destilado a medida dque a

transesterificacdo prossegue.

Apbs a transesterificacéo, a temperatura é
preferivelmente elevada lentamente até cerca de 245 °C, e é
preferivelmente obtido um vacuo (no final, menos do que
0,1 mbar). O excesso de alcanodiol pode ser retirado por
destilacdo e ¢é formado o copolimero em multibloco

pretendido num passo de policondensacéo.

Devido as suas propriedades vantajosas  um
material polimérico de acordo com a 1invencdo pode ser
utilizado para o fabrico de varios dispositivos medicinais,
tais como armacdes para pele artificial, implantes &sseos,
restritores de cimentacdo, ou para engenharia de tecidos de

cartilagem ou de musculo.

A invencéo também abrange, portanto, um

dispositivo medicinal compreendendo um material polimérico
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como descrito acima. Preferivelmente, o dispositivo
medicinal pode ser utilizado para a reparacdo de tecidos ou
para a libertacdo controlada de féarmacos. As formas
preferidas do dispositivo medicinal incluem uma armacéo
para a engenharia de tecidos in vitro, uma matriz para a
libertacdo controlada de farmacos, um substituto para a
reparacdo de tecidos, uma sutura, um parafuso &sseo, uma
dncora para suturas, um perno cdénico ou ndo cdbdnico, ou um

grampo.

E feito notar que, com base na descricdo acima de
um material polimérico de acordo com a invencdo, da sua
composicdo e da sua preparacdo, a pessoa competente pode
ajustar as propriedades do material para que se adapte as
suas necessidades particulares no contexto de uma aplicacéo
ou dispositivo especificos. Por exemplo, pode ser desejado
um material mais flexivel para armacdes para a engenharia
de tecidos da pele ou para suturas, propriedade essa que é
positivamente afectada aumentando a quantidade do
componente de poli(alguilenoglicol) no copolimero em
multibloco. Para outros propdsitos tais como a libertacéo
controlada de agentes (bio)activos, é desejado um perfil de
degradacdo ainda mais rapido, <caso em que podem ser
incorporadas quantidades mais elevadas do acido
dicarboxilico ndo aromdtico ou do seu derivado. A este
respeito, € para ser notado que uma dada percentagem em
peso do componente poli(algquilenoglicol) no copolimero em
bloco pode ser incorporada de duas formas diferentes. Uma

possibilidade ¢é wutilizar um numero mais baixo de blocos
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maiores, isto é, poli(alquilenoglicol) de um peso molecular
médio mais elevado; uma outra é incorporar mais blocos com

um peso molecular médio mais baixo.

De forma a se obter um dispositivo medicinal
apropriado para aplicacéo, o material polimérico é
preparado por passos de processamento convencionais tais
como extrusdo, moldagem por injeccdo, moldagem por sopro,
moldagem em solucdo e outras técnicas para a modelacdo e

processamento de materiais poliméricos.

Para melhorar ainda mais o) desempenho do
dispositivo medicinal de acordo com a invencdo, é possivel
incluir componentes farmacéuticos ou farmaceuticamente
activos na composicdo polimérica. O dispositivo pode ser
utilizado para a libertacdo controlada de medicamentos.
Isto pode ser realizado em conjuncdo com as outras funcdes
da composicdo polimérica da presente invencdo, mas pode
também ser o Unico propdsito desta forma especifica de

realizacédo.

Para além de um dispositivo, o polimero da
presente invencdo pode também ser utilizado para preparar
formulacdes de libertacdo controlada para a libertacdo de
agentes Dbiologicamente activos, incluindo proteinas e
péptidos. Tais sistemas de libertacdo podem ser formulados
em microesferas, geles injectéveis, folhas, etc., por

métodos conhecidos pelos peritos na arte.
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O termo “agente biologicamente activo”, como aqui
se utiliza, significa um agente que proporciona um efeito

terapéutico ou profildctico. Tais agentes incluem, mas né&o

estdo limitados a, agentes antimicrobianos (incluindo
agentes antibacterianos e antifungicos), agentes
antivirais, agentes antitumorais, hormonas, agentes
imunogénicos, factores de crescimento, lipidos, e

lipopolissacarideos.

Os acima mencionados agentes biologicamente
activos que podem ser incorporados no material polimérico
podem variar largamente na sua natureza; em principio,
qualquer tipo de aditivo pode ser incorporado. Como o
material polimérico ¢ biodegradéavel in vivo, e permite a
difusdo de moléculas, os aditivos serdo libertados para as
vizinhancas do material de uma forma controlada. Estes
aditivos podem ser adicionados a solucdo em quantidades
variando de 0% a 50% em peso, preferivelmente de 1% a 20%

em peso.

Os agentes biologicamente activos gque podem ser
incorporados incluem, mas ndo estdo limitados a, farmacos
ndo péptidos, ndo proteinas, de peguena dimensdo. Eles tém
um peso molecular que em geral é menor que 1500, e em
particular menor que 500. Um segundo grupo importante de
agentes biologicamente activos é o dos péptidos e proteinas

biologicamente activas.

Um agente biologicamente activo pode ser
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incorporado no material polimérico dissolvendo-o numa
solucdo do material polimérico. Os solventes apropriados
sdo o) clorofdérmio, 0 diclorometano, a N-metil-2-
pirrolidona, o) dimetilsulfoéxido, a acetona, o)
hexafluoroisopropanol e semelhantes. A seleccdo de um
solvente apropriado serd dependente da composicdo do
copolimero escolhido. Por este motivo, ¢ formada uma
solucdo homogénea ou é formada uma suspensdo por disperséo.
Alternativamente, uma solucdo de um agente biologicamente
activo pode ser misturada com a solucdo de copolimero para
formar uma mistura homogénea, ou uma emulsdo. Da mesma
forma, pode ser incorporado um agente biologicamente activo
misturando-o fisicamente com o copolimero, por exemplo por
extrusdo. Dado que no ultimo caso é aplicado calor, deve
ser tomado cuidado para ndo prejudicar a estabilidade e/ou

a actividade do agente biologicamente activo.

Se ¢é desejado que seja formado um material
poroso, pode ser incluido um agente formador de poros na
solucdo ou suspensdo do copolimero. 0Os agentes formadores
de poros podem incluir solventes orgdnicos, &gua, sais
(cloreto de sdédio, citrato de sédio, e semelhantes),
acucares e polimeros sintéticos soluveis em agua.
Utilizando tais agentes formadores de poros, 0s poros podem
ser criados por lixiviacdo do agente, ou por separacdo de

fases.

A invencdo serd agora elucidada adicionalmente

pelos seguintes exemplos ndo restritivos.
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Exemplo 1.

O copolimero em multibloco de poli(éter-éster)
descrito no exemplo seguinte ¢é composto a partir de
poli(etilenoglicol), butanodiol, tereftalato de dimetilo
como o derivado do &cido dicarboxilico aromatico e

succinato de dimetilo como dcido dicarboxilico nao

aromdtico. E preparado um polimero (1-A) qgue contém
aproximadamente 60% em peso de poli(etilenoglicol) e

tereftalato e succinato numa razdo molar de 50/50 colocando
0s seguintes materiais num reactor apropriado para realizar
tanto destilacdes atmosféricas como destilacdes sob presséo

reduzida:

Quadro 1: Materiais em bruto utilizados para preparar o

poli (éter-éster) 1-A

Materiais em bruto Reactor de 1 kg
(9)
Poli(etilenoglicol) (PM = 1000 g/mol) 531
Succinato de dimetilo 172
Tereftalato de dimetilo 228
1,4-Butanodiol 409
a-Tocoferol 6,3
Ortotitanato de tetrabutilo 0,91

O reactor foi equipado com um agitador mecanico

com leitura de torque, um tubo de entrada de azoto, um
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sensor de temperatura PT 100 ligado a um dispositivo de
leitura digital e um condensador, o qual podia ser aguecido
por um banho termostédtico de &agua. O reactor foi aqguecido

por um banho termostdtico de 6leo.

A reaccdo de transesterificacdo iniciou-se entre
140 °C e 145 ©°C. O metanol foi retirado por destilacéo
durante aproximadamente uma hora. Apds isto, a temperatura
foi aumentada lentamente até 240 °C. Assim que a

temperatura da mistura reaccional atingiu entre 230 °C e

240 °c, a presséo foi gradualmente reduzida até
0,5-1,5 mbar em aproximadamente 30 minutos. Durante
3-4 horas, até a mistura reaccional ter atingido a
viscosidade desejada, o) produto de condensacéao,

1,4-butanodiol, foi retirado por destilacdo. O polimero foi
entdo extrudido e a reaccdo foi parada em agua fria seguida

de secagem e trituracéo.

A viscosidade intrinseca do produto medida em
cloroférmio a 25 °C foi de 0,990 dL/g. Foram utilizadas
medicdes por RMN-H para calcular a percentagem em peso de
poliéter e a razdo diacido (T/S). Para o exemplo 1-A o
contetdo em poli(etilenoglicol) era de 58,3 % em peso. A

razdo didcido (T/S) era de 55/45 de percentagem molar.

Exemplo 2.

Para comparacdo, foi sintetizado um copolimero em

multibloco (1-B) que continha aproximadamente o mesmo
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contetido em poliéter do 1-A. O diadcido utilizado foi apenas
succinato, ndo foi incorporado didcido aromdtico. Foi
preparado da mesma forma como descrito no Exemplo 1,

colocando o0s seguintes materiais no reactor:

Quadro 2. Materiais em bruto utilizados para preparar o

poli (éter—éster) 1-B

Materiais em bruto Reactor de 1 kg
(9)

Poli (etilenoglicol) (PM = 1000 g/mol) 563

Succinato de dimetilo 414

1,4-Butanodiol 511

a-Tocoferol 6,3

Ortotitanato de tetrabutilo 0,98

A viscosidade intrinseca do produto medida em
cloroférmio a 25 °C foi de 1,666 dL/g. Medicdes por RMN-H
mostraram que estava incorporado ©63,5% em ©peso de

poli(etilenoglicol).

Exemplo 3.

Uma solucdo a 10% em peso dos polimeros descritos
nos Exemplos 1 e 2 foi utilizada para vazar peliculas para
serem utilizadas em estudos de degradacdo 1in vitro. As
peliculas secas (aproximadamente 0,5 gramas, 50-100 um de
espessura) foram imersas em 50 mL de solucdo tampdo salina

de fosfato (PBS, pH 7,4, contendo KH,PO, a 1,06 mM, NaCl a
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155,17 mM, e NayHPO,-7H,O0 a 2,96 mM) a 37 °C num banho sob
sacudidura durante 1, 2, 4 e 8 semanas. A cada semana, O
tampdo foi renovado. As peliculas foram liofilizadas e
analisadas subseguentemente por Cromatografia de Permeacédo
por Gel (GPC) . As amostras foram eluidas em
trifluoroacetato de sédio (NaFs;AC) a 0,02 M em
hexafluoroisopropanol (HFIP) através de uma coluna de
proteccdo para HFIP de gel Polymer Labs (50 x 7,5 mm) e
duas colunas analiticas de gel PL HFIP (300 x 7,5 mm). A
razdo de fluxo foi de 1 mL/min e foi utilizado um detector
de Indice de Refraccdo (RI). A temperatura da coluna era de
40 °C e a concentracdo da amostra era de 20 mg/mL. Os pesos
moleculares (Mn e Mw) foram determinados em relacdo a

padrdes de polimetilmetacrilato (PMMA).

Como uma referéncia, estd incluida a degradacéo
de um copolimero em multibloco de poli(éter-éster) contendo
aproximadamente o mesmo contetdo em poliéter do 1-A (dados
a partir da Patente dos Estados Unidos N.° 5 980 948). O
didcido wutilizado no polimero de referéncia foi apenas
tereftalato, nédo foi incorporado didcido n&o aromdtico. Ele

foi preparado da mesma forma como descrito no Exemplo 1.
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Quadro 3. Peso molecular de copolimeros em multibloco de

poli (éter—éster) apds degradacdo em solugido tampdo salina

de fosfato (pH = 7,4).

[SZiZiZS] Polimero 1-B Polimero 1-A Referéncia
Mw [D] % relativa Mw [D] % relativa Mw [D] % relativa
0 158541 100 143470 100 102000 100
1 102471 65 118022 82 89300 87
2 72546 46 99565 69 84000 82
4 44554 28 73482 51 70600 69
8 36513 23 53702 37 60000 59

A partir dos resultados apresentados no Quadro 3
¢ O6bvio gue um aumento na quantidade de diadcidos néo
aromaticos incorporados nos copolimeros em multibloco de
poli (éter-éster) resulta numa razao de degradacéo

acrescida.

Exemplo 4: Libertacdo de proteina a partir de

peliculas de poli (éter—-éster) alifatico/aromitico

I. Introdugéo.

Para avaliar os copolimeros PEG(T/S)/PB(T/S) (em
que PEG significa polietilenoglicol, PB significa
polibutileno, T significa tereftalato, e S significa
succinato) como matrizes para a libertacdo controlada de
proteinas, foi estudada in vitro a libertacdo a partir de

peliculas. O efeito da composicdo da matriz foi estudado
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variando o peso molecular do PEG e a percentagem de
succinato. Adicionalmente, foram investigadas proteinas
modelo com diferentes dimensdes.

II. Materiais e Métodos.

Estd apresentada uma visdo geral das experiéncias

do Exemplo 4 no Apéndice 1 em anexo.

Quadro 4. Materiais e aparelhos utilizados para o estudo

das peliculas.

Descrigéo Fabricante
300PEG(T/S)60PB(T/S)40 T/S=50/50 Iso Tis N.Y.
600PEG(T/S) 60PB(T/S)40 T/S=50/50 Iso Tis N.Y.

1000PEG(T/S)60PB(T/S)40 T/S=50/50 Iso Tis N.Y.

4000PEG(T/S)60PB(T/S)40 T/S=50/50 Iso Tis N.Y.

1000PEG(T/S) 60PB(T/S)40 T/S=90/10 Iso Tis N.Y.

1000PEGS60PBS40 Iso Tis N.Y.
1000PEGT65PBT35 Iso Tis N.Y.
Lisozima Sigma, USA

Albumina do Soro Bovino Sigma, USA

Anidrase Carbdnica Sigma, USA
Clorofdérmio Fluka chemica, Suica

Diclorometano Fluka chemica, Suica
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Descrigéo Fabricante

Micro BCA Omnilabo

Estojo de reagentes para dosagem de
proteinas Coomassie Plus

Tubos com tampa de seguranca de
1,5 mL

Eppendorf 10-100 nL
Omnilabo Eppendorf,

Multipipeta Epp 30-300 pL Alemanha

Eppendorf 20-200 nL

Eppendorf 100-1000 uL

Eppendorf 500-5000 nuL

411/220, Erichsen,

Aplicador de pelicula Alemanha

Laboratdérios Greiner,

Microplacas de 96 pocos Holanda

T25, IKA

Ultra Turrax labortechnik, Holanda

Alpha 1-4, CHRIST,

Liofilizador Alemanha

OLS 200, Laboratérios

Banho de agua GRANT

EL 312e, BioTek

Espectrofotdmetro Instruments, USA

1. Preparacdo de peliculas.

As peliculas foram preparadas a partir de uma
emulsdo Agua-em-b6leo (a/o). A fase oleosa era constituida
por 1 grama de polimero dissolvido em pelo menos 5 mL de

diclorometano (para as quantidades exactas, ver o Apéndice
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1). A fase aquosa consistia da proteina dissolvida em PRS
(55 mg/mL). As trés proteinas diferentes utilizadas foram

Lisozima, Anidrase Carbdénica e Albumina do Soro Bovino
(BSA) . Foram adicionados 0,6 mL desta solucdo de proteinas
a solucdo do polimero e agitou-se durante alguns segundos
com uma placa de agitacdo. Depois, a mistura foi colocada
num tubo de centrifugadora de 50 mL e a emulsdo foi
preparada utilizando o Ultra Turrax durante 30 segundos a

19 000 rpm.

A emulsdo foi wvazada utilizando um aplicador de
peliculas ajustével (ajuste: 700 pm) sobre uma placa de
vidro. Apds a evaporacdo do diclorometano, as peliculas
foram arrancadas da placa de vidro e secadas adicionalmente
ao ar durante algumas horas. Subsequentemente, as peliculas

foram secadas no liofilizador durante pelo menos 10 horas.

2. Determinag¢do da libertac¢do.

Para cada pelicula, foram pesadas e incubadas
trés pecas (+/- 1,77 cm?) em 1 mL do tampdo de libertacdo
(solucdo tampédo salina de fosfato, pH 7,4, PRS) a 37 °C num
banho de &gua, sob sacudidura constante (26/min). A vAarios
intervalos (dependendo da razdo de libertacédo), foi

substituido o meio de libertacéao.

Para determinar a quantidade de proteina que
tinha sido libertada, foi utilizado um espectrofotdmetro:

primeiro foi efectuada uma curva de calibracdo de



PE1481017
_29_

concentracdes diferentes (desde 0 até 25 upg/mL) em PBS,
utilizando a dosagem de proteina Micro BCA (comprimento de

onda de deteccdo 570 nm).

Esta curva padrdo foi utilizada para determinar a

concentracdo de proteina no meio de libertacéo.

3. Experiéncias realizadas.

Todas as diferentes peliculas carregadas com
proteinas preparadas e caracterizadas durante este estudo
estdo enumeradas no Apéndice 1. A razdo T/S foi de
aproximadamente 50/50 em percentagem molar, a menos dJue

indicado de outra forma.

III. Resultados e Discusséo.

A. Efeito da percentagem de succinato na

composigcdo do copolimero sobre a libertagdo.

As experiéncias foram realizadas com diferentes

percentagens de succinato nos copolimeros (razdo T/S) ao

passo que o peso molecular do PEG (1000 g/mol), a
percentagem em peso PEG(T/S) (60), e a percentagem em peso
PB(T/S) (40) foram mantidas constantes. Foi utilizado o

copolimero PEGT/PBT 1000PEGT65PBT35 como referéncia, e foi
escolhida a Lisozima como proteina modelo para este estudo

de libertacéo.
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Foi necessario efectuar uma correccdo para as
curvas de libertacdo devido a que algumas das peliculas
tinham wuma libertacdo aparente maior do que 100%. A
correccdo foi efectuada considerando a maior libertacéo
obtida como 100%. Isto pode ter sido devido a dificuldade
em remover a totalidade do meio de libertacdo gquando o
tampdo era renovado. A evaporacdo da &gua e a condensacéao

na tampa pode também ter afectado as concentracdes.

Grédficos 1A e B: Libertacdo acumulada (%) de
Lisozima a partir do 1000PEG(T/S)60PR(T/S)40 guando a
percentagem de succinato era de 10%, 50%, 100% e da

“referéncia” 1000PEGT65PBT35.

O copolimero que continha 100% de succinato
apresentou uma libertacdo muito rapida de Lisozima
(Gradfico 1A): estava libertada 100% da proteina dentro de
20 minutos. Quando a percentagem de succinato era de apenas
50%, a 1libertacdo estava terminada apbdés 5 horas. Eram
claramente visiveis dois comportamentos de libertacdo sobre
a globalidade do grafico da experiéncia (Grafico 1B):
contrastando com a libertacdo rapida a partir dos polimeros
com 50% ou 100% de succinato, a 1libertacdo a partir dos
polimeros com 0% ou 10% de succinato continuou durante mais
de 30 dias. Para as composicdes contendo 50% e 100% de
succinato, a libertacdo réapida é devida ao intumescimento
dos copolimeros. Quanto mais succinato estava presente,
maior era o intumescimento da matriz (ver o Exemplo 6) e

consequentemente, mais rapidamente a proteina podia passar
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e

através dela. Para as composicdes com O e 10% de
succinato, a degradacdo da matriz estava também envolvida
porque a libertacdo demora mais tempo. Além disso, a
degradacdo das composicbes com 0% e 10% de succinato tinham
o mesmo perfil o que explica também o perfil similar da sua
libertacdo. A combinacdo da degradacdo e da difusédo explica
o perfil de ordem zero observado para as composicdes com 0%
e 10% de succinato. Para matrizes altamente intumescidas,
nas quais a difusdo ¢é réapida em comparacdo com a
degradacéo, ndo pode ser esperado nenhum efeito da

degradacdo do polimero e & observado um perfil de

libertacdo de primeira ordem.

Em concluséo, o comportamento de libertacéo
depende fortemente da percentagem de succinato no

copolimero.

Determinag¢do do Coeficiente de Difusio:

Dado que a libertacdo ¢é muito sensivel a
percentagem de succinato, a determinacdo do coeficiente de
difusdo de cada copolimero é interessante. O coeficiente de
difusdo exprime a capacidade da molécula aprisionada para
se difundir através da matriz de polimero para o meio de
libertacdo. De modo a gquantificar o efeito da percentagem
de succinato no copolimero na libertacdo e calcular o
coeficiente de difusdo, a libertacdo foil tracada como uma
funcédo de t (tempo em segundos). Os coeficientes de difuséo

foram calculados utilizando as equacbdes 2 e 3, apbds
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rearranjo.
Equagbes 2 e 3:
M 8 7Dt
SeMt/M;>0/4:M:=1_?XeXP(_ 12)
M Dt
e se M,/ M < 0,6 :.Mt = 4ﬂ12

2

(no qual M, / M, é a libertagdo, D é o coeficiente de difusédo,

e 1 é a espessura da pelicula).

Os coeficientes de difusdo calculados para as
vdrias composicdes de copolimeros estdo dados no Quadro 5
abaixo. No Grafico 2, é apresentado o efeito da percentagem
de succinato no coeficiente de difusdo. Foram utilizadas
peliculas a partir da composicdo 1000PEG(T/S)60PB(T/S)40

carregadas com Lisozima.

Quadro 5.
Succinato (%) no copolimero [Coeficiente de Difuséo
(D, cm’/s)
0 (0.01360.026)x107*°
10 (0.1660.018)x10™""
50 (23.863)x107""
100 (290626) x107'°

Quanto mais succinato estiver presente no



PE1481017
_33_

copolimero, mais elevado serda o coeficiente de difusé&o.
Isto é ainda mais visivel no Grafico 2. Portanto, se houver
100% de succinato no copolimero, a Lisozima pode passar

através da matriz relativamente sem dificuldades.

Para uma composicdo de um copolimero PEGT/PBT que
tenha aproximadamente o mesmo coeficiente de
intumescimento, 0s copolimeros de succinato tém um
coeficiente de difusdo mais elevado [Bezemer J. M., Protein
Release Systems based on Biodegradable Amphiphilic
Multiblock Copolymers, Thesis University of Twente; 1992
p. 65].

B. Efeito do comprimento do segmento PEG do

copolimero sobre a libertacdo.

As experiéncias foram realizadas com copolimeros
de PEG com quatro diferentes pesos moleculares, mas todos
tinham aproximadamente a mesma razdo T/S: a volta de
50/50 mol/mol. Foram utilizadas trés proteinas de
diferentes dimensdes para caracterizar as propriedades de

libertacdo dos copolimeros:

- Lisozima: 14,5 kD

— Anidrase Carbdénica: 29 kD

- BSA (Albumina do Soro Bovino): 67 kD.



PE1481017
_34_

No Grafico 4 é dada a libertacdo de Lisozima.

A libertacdo de Lisozima estava completa dentro
de apenas 5 horas para o) 1000PEG(T/S) 60PB(T/S)40
(Grafico 3), e dentro de 1 hora para o)
4000PEG(T/S) 60PB(T/S)40. 0 600PEG (T/S) 60PB(T/S) 40
necessitou de 10 dias para libertar toda a Lisozima
aprisionada, engquanto que apenas 5% da proteina é libertada
em 25 dias a partir do 300PEG(T/S). A Lisozima deve ser
retida no interior da matriz do 300PEG(T/S). Dado dque a
libertacdo ¢ réapida para os copolimeros contendo segmentos
de PEG de 1000 e 4000 g/mol, a libertacdo ¢ determinada
predominantemente pelo intumescimento da matriz em vez de
pela degradacdo. O 4000PEG apresentou a libertacdo mais
rapida devido a ele intumescer mais do gque as outras
composigcdes (Apéndice 1), resultando no coeficiente de

difusdo mais elevado.

A BSA é a maior proteina (67 kD) utilizada para
este estudo da libertacdo (Grafico 4). O polimero 1000PEG
tinha uma libertacdo completada em 80 dias e o 4000PEG em
100 dias, enguanto que a libertacdo da BSA a partir do

polimero 600PEG ndo estava ainda completada no dia 125.

A grande dimenséo da proteina induz um
retardamento no inicio: ndo héd difusédo inicial para fora da
matriz. Se a libertacdo fosse determinada principalmente
pelo intumescimento da matriz, seria esperada uma razdo de

libertacdo aumentada com o aumento do comprimento dos
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segmentos de PEG. Surpreendentemente, a libertacdo a partir
da composicdo 1000 é a mais répida e estd portanto ligada
ao esquema de degradacdo. A volta de 40-50 dias, a matriz
estd mais aberta para a difusdo da proteina, devido a
degradacdo. Além disso, a libertacdo da composicdo 4000 é
mais rapida do que a da composicdo 600 ao passo que o0s
perfis de degradacdo sdo os mesmos. Isto ¢ devido a uma

combinacdo dos efeitos de intumescimento e de degradacio.

C. Efeito da natureza/dimensdo da proteina sobre

a libertacéo.

As experiéncias foram realizadas com os mesmos 3
comprimentos de PEG como anteriormente (600, 1000 e 4000) e
com a mesma percentagem de succinato (50%). Foram também
utilizadas da mesma forma as proteinas Lisozima, Anidrase

Carbdénica e BSA.

Como um exemplo, as libertacdes de BSA, Lisozima
e de Anidrase Carbdénica a partir da composicdo 1000PEG(T/S)

sdo dadas abaixo no Gréafico 5.

Podem ser observados dois perfis de libertacdo no
Grafico 5. As proteinas mais pequenas como a Lisozima ou a
Anidrase Carbdénica apresentaram uma libertacdo de curto
prazo (dentro de horas/dias) devido mais a difusdo através
da matriz. Primeiro, dado que a BSA ¢ demasiado grande,
quase n&do ha difusdo. Depois, a difusdo de BSA aumenta

devido a degradacdo. Em conclusdo, gquando a dimensdo da
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proteina aumenta, a razdo de libertacdo diminui.

IV. Concluséao.

Foram avaliados novos copolimeros contendo
succinato para os propdsitos de libertacdo porque a razédo
de degradacdo dos copolimeros PEGT/PBT era demasiadamente
lenta para algumas aplicacdes. Foi mostrado que a
libertacdo de proteina era mais rapida para os polimeros
contendo succinato do que para 08 poli(éter-éster)s
aromaticos. A Lisozima foi libertada a partir do
1000PEG(T/S) 60PB(T/S) 40 (50 de succinato) dentro de
5 horas, ao passo que para a composicdo PEGT/PBT comparavel
ela demorou 30 dias. Quando o peso molecular do PEG
aumentou, a libertacdo foi mais répida. Da mesma forma,
quando a percentagem de succinato era mais elevada, a
libertacdo era também mais répida. Foram observados dois
perfis de libertacdo. Para proteinas pequenas (Lisozima,
anidrase carbénica), a libertacdo foi réapida através da
matriz intumescida e foi obtida uma libertacdo de primeira
ordem. Para a proteina maior (BSA), a libertacdo estava
correlacionada com ©o comportamento de degradacdo do
copolimero e foi observado um perfil de libertacéo

retardada.

Exemplo 5: Degradacdo in vivo.

Foram preparados discos porosos (d = 16 mm)

utilizando um processo de solvente de vazamento/lixiviacdo
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de sal. Foram implantadas subcutaneamente amostras
irradiadas com raios gama ao longo da linha dorso-mediana
das costas de ratos Wistar grandes. As amostras foram
explantadas apdés 2, 8 e 15 semanas. Foi realizada uma
andlise GPC sobre os copolimeros apds a extraccdo a partir

dos tecidos utilizando clorofdrmio.

Para esta investigacdo, tinham sido utilizadas
quatro composicdes de copolimeros com um peso molecular do
PEG (1000 D) e uma razdo PEG(T/S)/PB(T/S) (65/35) fixos e
com uma razdo de substituicdo de succinato varidvel. Nos
resultados, 10% de S, por exemplo, significa que a razdo de

tereftalato para succinato era de 90/10.

Os resultados da degradacdo in vivo (diminuicéo
do peso molecular) estdo apresentados no Grafico 6. Para
comparacdo, a perda de peso molecular in vitro esté

apresentada no Grafico 7.

A degradacéao in vivo parece evoluir mais
rapidamente do que in vitro. Contrastando com a degradacdo
in wvitro, o copolimero substituido a 10% degrada-se
claramente mais depressa do que o copolimero substituido a
0%. Podem ser observadas tendéncias comparaveis para os

outros copolimeros, apenas a uma razdo mais répida.

Exemplo 6: Comportamento de intumescéncia.

Tinham sido sintetizadas quatro composicdes de
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copolimeros como descrito no Exemplo 1. Os copolimeros
tinham um peso molecular do PEG (1000 D) e a razédo
PEG(T/S)/PB(T/S) (65/35) fixos e uma razdo de substituicdo
de succinato variédvel. Uma substituicdo de, por exemplo,
10% indica que uma fraccdo molar de 10% dos grupos diécido
consistia de succinato, a restante percentagem molar de 90%

era de tereftalato.

O intumescimento das peliculas foi determinado
pela sua pesagem antes e apds a incubacdo no tampdo de
libertacdo durante trés dias. A equacdo utilizada para
calcular a razdo volume-intumescimento no equilibrio esté

apresentada abaixo na equacédo 1:

+ 112 X (Mintumescido - Mseco);
M

seco

=1

No qual 1,2 é a densidade do copolimero.

Equagdo 1: Razdo de intumescimento no equilibrio.

Resultados.

O Quadro 6 abaixo mostra claramente gque um
aumento na substituicdo dos grupos tereftdlicos por grupos

succinato aumenta a razdo de intumescimento.
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Quadro 6

Substituicdo de tereftalato por Intumescimento
succinato (% molar)
0 1,65
10 1,76
45 2,22
100 2,52
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Apéndice 1: Listagem das experiéncias realizadas no

Exemplo 4
Cédigo | Composicdo do T/S CH,Cl, | Proteina |Tempo para|l Intumes. |[Espessura
da Copolimero (mol/mol)| (mL) |(55 mg/mL)|se atingir (pm)
Amostra a max.
libertacdo
(dias)
A 600PEG(T/S)60PB| 50/50 5 BSA 103 1.860.021 92
(T/S)40
B 1000PEG(T/S) 60 50/50 5 BSA 89 2.460.040 95
PB(T/S) 40
C 4000PEG(T/S) 60 50/50 5 BSA 103 3.360.024 130
PB(T/S) 40
D 600PEG(T/S)60PB| 50/50 5 Lisozima 12 1.760.011 111
(T/S) 40
E 1000PEG(T/S) 60 50/50 5 Lisozima 0,208 2.260.068 105
PB(T/S) 40
F 4000PEG(T/S) 60 50/50 5 Lisozima 0,083 3.160.021 132
PB(T/S) 40
G 300PEG(T/S)60PB| 50/50 5 Lisozima 17 1.260.029 92
(T/S)40
H 2000PEGT80PBT20( 100/0 5 Anidrase 1 3.360.058 159
Carbdbnica
I 600PEG(T/S)60PB| 50/50 5 Anidrase 0,2 1.760.014 103
(T/S)40 Carbdnica
J 1000PEG(T/S) 60 50/50 5 Anidrase 1 2.360.080 91
PB(T/S) 40 Carbdnica
4000PEG(T/S) 60P| 50/50 5 Anidrase 3.260.033 154
B(T/S)40 Carbdnica
1000PEG(T/S) 60 50/50 8 Anidrase 2.260.08 78
PB(T/S) 40 Carbdnica
4000PEG(T/S) 60 50/50 8 Anidrase 5,5 3.060.10 99
PB(T/S) 40 Carbdnica
1000PEGT65PBT35( 100/0 7 Lisozima 32 1.960.052 94
1000PEGS60PBS40| 0/100 5 Lisozima 0,208 2.860.038 112
1000PEG(T/S) 60 90/10 5 Lisozima 32 2.060.006 116
PB(T/S) 40

Lisboa,

13 de Outubro de 2006
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REIVINDICACOES
1. Dispositivo medicinal compreendendo um

copolimero aleatdrio, cujo copolimero compreende unidades

monoméricas
*
(o) (0]
YO JV%
A: o o n ;
*
x\’(o 0
AV
hd .
B: o (0] .
*
Z (o) (0]
hdhd f‘f/ WL
C: o o n
e
*
A (o] (0]
\\\\H/// \\\ﬂ/// \\éva// \\\\*
m
D: 0 (0] ;
em que

representa uma ligacdo a outra unidade

monomérica;
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X representa uma espécie contendo um grupo

aromdtico;

Y & uma espécie alquileno;

7 representa uma espécie alquileno ou alcenileno;

n ¢é um inteiro na gama de 1-250, preferivelmente

8-100; e

m é& um inteiro na gama de 2-16.

2. Dispositivo medicinal de acordo com a
Reivindicacdo 1, em qgue a fraccdo em peso combinada das

unidades A e C do copolimero estd na gama de 0,1 até 1.

3. Dispositivo medicinal de acordo com a
Reivindicacdo 1 ou 2, em que a fraccdo em peso combinada da
soma do numero de unidades monoméricas C e do numero de
unidades monoméricas D do copolimero ¢ de 0,01 até 1,

preferivelmente de 0,05 até 0,99.

4, Dispositivo medicinal de acordo com
qualquer das Reivindicacdes precedentes, em qgue X no

copolimero é um grupo fenilo.

5. Dispositivo medicinal de acordo com qualquer
das Reivindicacdes precedentes, em que Y no copolimero é

escolhido a partir do grupo de etileno, propileno, butileno
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e combinacdes deles.

6. Dispositivo medicinal de acordo com qualquer
das Reivindicacdes precedentes, em que Z no copolimero é
escolhido a partir do grupo de etenileno, propileno,

butileno, hexileno, e octileno.

7. Dispositivo medicinal de acordo com qualquer
das Reivindicacdes precedentes, em que o copolimero tem um
peso molecular médio de desde 10000 até 500000 g/mol,

preferivelmente de 40000 até 300000 g/mol.

8. Dispositivo medicinal de acordo com qualquer
das Reivindicacdes 1-7, sendo uma armacdo para a engenharia
de tecidos in vitro, uma matriz para a libertacéo
controlada de féarmacos, um substituto para a reparacdo de
tecidos, uma sutura, um parafuso &ésseo, uma Aancora para

suturas, um perno cdénico ou ndo cdnico, ou um grampo.

9. Utilizacdo de wum copolimero compreendendo

unidades monoméricas
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Y'Y T

A:
*
Yo o
hd .
B: o) (0] ;
Z o) o)
*
YYf/WL
C: o o n
e
*
z (o) o
OOy
D: o) (0] ;
em que
"  representa uma ligacdo a outra unidade
monomérica;
X representa uma espécie contendo um grupo
aromatico;

Y & uma espécie alquileno;

7 representa uma espécie algquileno ou alcenileno;
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n ¢é um inteiro na gama de 1-250, preferivelmente

8-100; e

m é& um inteiro na gama de 2-16,

para o fabrico de um medicamento para a reparacdo de

tecidos ou para a libertacdo controlada de farmacos.

Lisboa, 13 de Outubro de 2006
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Fig.i

Efeito da percentagem de succinato na libertagao
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Gréaficos 1A (inicial) e B (longo prazo) :
Libertacéo acumulada (%) de Lisozima a partir de
1000PEG(T/S)60PB(T/S)40 quando a percentagem de succinato
era de 10%, 50%, 100 e a partir da “referéncia”

1000PEGT65PBT35.
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Efeito da percentagem de succinato no
coeficiente de difuséo
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Grédfico 2:

coeficiente de

succinato) .

Efeito da percentagem de succinato

difuséo (para O, 10, 50 e 100%

no

de
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Efeito do comprimento do segmento de PEG
na libertacac de Lisozima
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Grafico 3: Libertacdo acumulada (%) de Lisozima a
partir de copolimeros com 4 diferentes comprimentos de PEG:

300, 600, 1000 e 4000, quando a razdo T/S era de 50/50 em %

W ”

molar e quando “b” era de 60 e “c” era de 40.



PE1481017

Fig. 4

Efeito do comprimento do segmento de PEG
na libertagao de BSA
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Gradfico 4: Libertacdo acumulada (%) de BSA a
partir de copolimeros com 3 diferentes comprimentos de PEG:
600, 1000 e 4000, qguando a razdo T/S era de 50/50 em %

A\Y ”

molar e quando “b” era 60 e “c” era 40.
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Fig. § 7
Efeito da dimensao/natureza da proteina na libertagdo;
a partir de 1000PEG(T/S)60PB(T/S)40,
50% de succinato
s &wvﬁwww
8 s - BSA
gt_; : ~s Lisozima
2E - ANidrase
=5 Lot
=3 Carbonica
m e B v
@ §5 108
tempo (dias)
Grafico 5: Libertacdo acumulada (%) de BSA,
Lisozima e Anidrase Carbodénica a partir de

1000PEG(T/S)60PB(T/S)40, quando a razdo T/S era de 50/50 em

Q

% molar.
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Grafico ©6: Peso molecular relativo para o

1000PEG(T/S)65PB(T/S)35 (in vivo).
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Grafico 7: Peso molecular relativo para o

1000PEG(T/S)65PB(T/S)35 (in vitro).
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