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PRESENTE INVENGCAO REFERE-SE A COMPOSIGOES DE POLIMEROS RETICULADOS QUE

COMPREENDEM UM PRIMEIRO POLIMERO SINTETICO CONTENDO MULTIPLOS GRUPOS
NUCLEOFILICOS COVALENTEMENTE LIGADO A UM SEGUNDO POLIMERO SINTETICO
CONTENDO MULTIPLOS GRUPOS ELECTROFILICOS. O PRIMEIRO POLIMERO SINTETICO E, DE
PREFERENCIA, UM POLIPEPTIDO SINTETICO OU UM POLIETILENOGLICOL QUE TENHA SIDO
MODIFICADO PARA CONTER VARIOS GRUPOS NUCLEOFILICOS, TAIS COMO GRUPOS AMINO
PRIMARIOS (-NH2) OU TIOL (-SH). O SEGUNDO POLIMERO SINTETICO PODE SER UM
POLIMERO SINTETICO HIDROFILICO OU HIDROFOBICO QUE CONTEM, OU QUE TENHA SIDO
DERIVATIZADO PARA CONTER, DOIS OU MAIS GRUPOS ELECTROFILICOS, TAIS COMO
GRUPOS SUCCINIMIDILO. AS COMPOSIGOES PODEM AINDA INCLUIR OUTROS COMPONENTES,
TAIS COMO POLISSACARIDOS OU PROTEINAS DE OCORRENCIA NATURAL (TAIS COMO
GLICOSAMINOGLICANOS OU COLAGENIO) E/OU AGENTES BIOLOGICAMENTE ACTIVOS.
TAMBEM SAO REVELADOS METODOS PARA A UTILIZAGAO DAS COMPOSIGCOES POLIMERICAS
RETICULADAS PARA EFECTUAR A ADESAO ENTRE UMA PRIMEIRA SUPERFICIE E UMA
SEGUNDA SUPERFICIE; PARA EFECTUAR O AUMENTO DE TECIDOS; PARA IMPEDIR A
FORMAGAO DE ADESOES CIRURGICAS; E PARA O REVESTIMENTO DE UMA SUPERFICIE DE
UM IMPLANTE SINTETICO.



RESUMO

“COMPOSICOES DE POLIMEROS RETICULADOS E METODOS PARA A SUA

UTILIZACAOQ”

A presente invencdo refere-se a composicdes de polimeros
reticulados que compreendem um Pprimeiro polimero sintético
contendo multiplos grupos nucleofilicos covalentemente ligado a
um segundo polimero sintético contendo multiplos grupos
electrofilicos. O primeiro polimero sintético ¢, de preferéncia,
um polipéptido sintético ou um polietilenoglicol que tenha sido
modificado para conter vdrios grupos nucleofilicos, tais como
grupos amino primdrios (-NH2) ou tiol (-SH). O segundo polimero
sintético pode ser um polimero sintético hidrofilico ou
hidrofébico que contém, ou que tenha sido derivatizado para
conter, dois ou mais grupos electrofilicos, tais como grupos
succinimidilo. As composicdes podem ainda incluir outros
componentes, tais como polissacdridos ou proteinas de ocorréncia
natural (tais como glicosaminoglicanos ou colagénio) e/ou agentes
biologicamente activos. Também sdo revelados métodos para a
utilizacdo das composicdes poliméricas reticuladas para efectuar
a adesdo entre uma primeira superficie e uma segunda superficie;
para efectuar o aumento de tecidos; para impedir a formacao de
adesbes cirurgicas; e para o revestimento de uma superficie de um

implante sintético.



DESCRICAO

“COMPOSICOES DE POLIMEROS RETICULADOS E METODOS PARA A SUA

UTILIZACAOQ”

Esta invencdo refere—-se genericamente a composicdes de
polimeros reticulados compreendendo um primeiro polimero
sintético contendo mialtiplos grupos nucleofilicos que é
reticulado wutilizando um segundo polimero sintético contendo
miltiplos grupos electrofilicos.

A Patente Norte Americana No. 5,162,430, emitida em 10 de
Novembro de 1992, de Rhee et al., e igualmente propriedade da
cessiondria da presente invencao, descreve conjugados de
colagénio-polimero sintético preparados pela ligacdo covalente do
colagénio a polimeros hidrofilicos sintéticos, tais como varios
derivados de polietilenoglicol.

Igualmente propriedade da Requerente, a Patente Norte
Americana No. 5,324,775, emitida em 28 de Junho de 1994, de Rhee
et al., descreve varios polimeros inseridos, biocompativeis e de
ocorréncia natural (tais como polissacaridos), covalentemente
ligados a polimeros de polietilenoglicol sintéticos, hidrofilicos
e nao—-imunogénicos.

A Patente Norte Americana No. 5,328,955, igualmente
propriedade da Requerente, emitida em 12 de Julho de 1994, de
Rhee et al., descreve varias formas activadas de
polietilenoglicol e varias ligacdes que podem ser utilizadas para
produzir conjugados de colagénio-polimero sintético possuindo uma

variedade de propriedades fisicas e quimicas.



De propriedade comum, o Pedido de Patente co-pendente N°. de
Série 08/403,358, depositado em 14 de Marco de 1995, revela uma
composicdo de biomaterial reticulado que é preparada utilizando
um agente de reticulacdo hidrofdbico, ou uma mistura de agentes
de reticulacdo hidrofilicos e hidrofdbicos. Os agentes de
reticulagdo hidrofdébicos preferidos incluem qualguer polimero
hidrofébico que contém, ou pode ser derivatizado quimicamente
para conter, dois ou mais grupos succinimidilo.

De propriedade comum, o pedido de Patente co-pendente N°. de
Série 08/403,360, depositado em 14 de Marco de 1995, descreve uma
composicao uatil na prevencao de aderéncias cirdrgicas
compreendendo um material de substrato e um agente de ligacéo
anti-adesao, em que o material de substrato compreende, de
preferéncia, colagénio e o agente de 1ligacdo compreende, de
preferéncia, pelo menos um grupo funcional tecido-reactivo e pelo
menos um grupo funcional substrato- reactivo.

De propriedade comum, o Pedido de Patente dos Estados Unidos
N°. de Série 08/476,825, depositado em 7 de Junho de 1995, de
Rhee et al., descreve composicdes Dbioadesivas compreendendo
colagénio reticulado utilizando um polimero hidrofilico sintético
multifuncionalmente activado, bem como métodos de utilizacdo de
tais composicdes para efectuar a adesdo entre uma primeira
superficie e uma segunda superficie, em que pelo menos uma das
primeira e segunda superficies é de preferéncia uma superficie de
tecido nativo.

A publicacao da patente japonesa No. 07090241 descreve uma
composicdo utilizada para a adesdo tempordria de um material de
lente a um suporte, para montar o material num dispositivo de
maquinagem, compreendendo uma mistura de polietilenoglicol, com

um peso molecular médio na gama dos 1000-5000, e ©poli-N-



vinilpirrolidona, com um peso molecular médio na gama de 30.000-
200.000.

West e Hubbell, Biomaterials (1995) 16:1153-1156, revelam a
prevencdo de aderéncias pds-operatdrias pela utilizacdo de um
hidrogel de diacrilato de polietilenoglicol-co-adcido 1léctico
preparado por fotopolimerizagéo e um hidrogel de
polietilenoglicol-co-polipropilenoglicol preparado por
reticulacdo fisica, Poloxamer 407 ®.

A Patente GB 697,334 revela a preparacao de poliésteres,
poliamidas ou poliesteramidas de elevado peso molecular. A
Patente EP-A-0680990 descreve matrizes de colagénio-polimero
sintético, preparadas utilizando uma reacgdo de varias etapas. A
Patente EP-A-0732109 divulga a utilizacdo de agentes de
reticulacdo hidrofdébicos para preparar composicdes de biomaterial
reticulado. A Patente WO-A-96/21469 descreve derivados multi-
ramificados, monofuncionais, e hidroliticamente estdveis de
poli(etileno—-glicol) e polimeros relacionados para a modificacao
de superficies e moléculas.

A presente invencdo proporciona uma composicao compreendendo
um polimero multi-nucleofilico gque compreende dois ou mais grupos
amino primdrios e um polimero multi-electrofilico compreendendo
dois ou mais grupos succinimidilo, em que o polimero multi-
nucleofilico e o) polimero multi-electrofilico reagem
covalentemente para formar uma estrutura reticulada
tridimensional, e em gque o polimero multi-nucleocfilico ¢é uma
polilisina, e em que o polimero multi-nucleofilico contém, pelo
menos, trés grupos nucleofilicos e o polimero multi-electrofilico
contém pelo menos trés grupos electrofilicos.

Numa outra forma de realizacao, a presente invencéao

proporciona a utilizacdo de uma composicdo como definido em



qualgquer uma das reivindicacgdes N°.1-N°.14, no fabrico de um fio
ou espiral desidratados para libertacao através de um catéter
para um local de malformacgdo vascular.

As concretizacdes preferidas estdo definidas nas sub-
reivindicacdes.

Uma caracteristica da invencdo consiste no facto de as
composicdes de polimeros reticulados serem oftalmicamente claras,
tornando as composigdes e métodos da invencdo particularmente
adequados para utilizacdo em aplicacdes oftdalmicas, em que a
claridade déptica € um requisito. Além disso, as composicdes da
invencdo sdo constituidas por componentes biocompativeis, nao-
imunogénicos gque nao libertam produtos de reaccgdo téxicos,
potencialmente inflamatdérios ou imunogénicos no local de
administracdo tecidular.

Outra caracteristica da invencdo ¢é que as composicdes
poliméricas reticuladas tém uma elevada resisténcia a compressao
e elevada capacidade de intumescéncia, isto &, uma composicao que
tenha sido seca ird intumescer até trés vezes (ou mais) o seu
tamanho em seco apds a re-hidratacdo, e é mais "eldstica". Uma
vez que estes polimeros sado, geralmente, muito hidrofilicos, eles
sdo mais facilmente injectados, isto &, a composicao reticulada
permanece como uma "massa coesiva" quando injectada através de
uma agulha de calibre fino (27-30 de calibre).

Ainda uma outra caracteristica da invencdo €& gque 0s Jgrupos
nucleofilicos do primeiro polimero sintético podem ligar-se
covalentemente a grupos amino primdrios dos residuos de lisina
das moléculas de colagénio a nivel do local de administracéao
tecidular, "ancorando biologicamente", efectivamente, a

composicdao ao tecido hospedeiro.



Uma caracteristica da invencdo é que os componentes das
composicdes sdo nao-imunogénicos e nado necessitam de um "teste
cutédneo" antes do inicio do tratamento, ao contrdario do que
acontece com as composicdes de colagénio xenogénicas actualmente
disponiveis, tais como as fabricadas a partir de peles de bovino.

Outra caracteristica da invencdo ¢é que, ao contrdrio do
colagénio, as composicdes da invencdo nao estdo sujeitas a
clivagem enzimdtica por metaloproteinases de matriz, tais como a
colagenase, e portanto ndo sdo facilmente degraddveis in vivo e,
como tal, espera-se terem uma maior persisténcia a longo prazo in
vivo do gque as composicdes de colagénio da técnica anterior.

Ainda uma outra caracteristica é que, quando os grupos de
cada um dos polimeros utilizados reagem para formar uma ligacao
amida, o fabrico das composicdes do presente invento pode ser
altamente controlado, tornando mais consistente a qualidade dos
produtos.

A Figura de Referéncia 1 mostra a forca de compressao versus
o0 deslocamento para os discos (dimensdes aproximadas: 5 mm de
espessura x 5mm de didmetro) das composicgdes de polimero
reticulado compreendendo tetra-amino-PEG (PM 10.000) reticulado
utilizando SE-PEG tetrafuncionalmente activado (PM  10.000),
medida usando o aparelho Instron Universal Tester, modelo 4202, a
uma taxa de compressdao de 2 mm por minuto.

A Figura de Referéncia 2 mostra a forgca de compressao versus
o deslocamento para discos (dimensdes aproximadas: 5 mm de
espessura x 5 mm de didmetro) de composicdes de polimero
reticulado compreendendo tetra-amino-PEG (PM 10.000) reticulado
utilizando SC-PEG trifuncionalmente activado (PM 5000), medida
utilizando o aparelho Instron Universal Tester, modelo 4202, com

uma taxa de compressdo de 2 mm por minuto. A Figura de Referéncia



3 mostra a estrutura quimica de dois polietilenoglicdis
comercialmente disponiveis contendo multiplos grupos amino
primdrios.

As Figuras de Referéncia 4 a 13 mostram a formacdo de
diversas composicdes de polimeros sintéticos reticulados a partir
de polimeros hidrofilicos.

As Figuras de Referéncia 14 a 18 mostram a formagdo de
diversas composicdes de polimeros sintéticos reticulados a partir
de polimeros hidrofdbicos.

De acordo com a presente invencdo, as composicdes de
polimero reticulado sdo preparadas por reaccdo de um primeiro
polimero sintético, que contém dois ou mais grupos nucleofilicos,
com um segundo polimero sintético, gque contém dois ou mais grupos
electrofilicos capazes de ligacdo covalente com 0S8 grupos
nucleofilicos no primeiro polimero sintético.

Os componentes da presente invencdo sdao nao-imunogénicos e,
como tal, ndo necessitam de um "teste cuténeo" antes de iniciar o
tratamento, ao contrdrio do que acontece com o colagénio
xenogénico. Além disso, ao contrario de colagénio, as composicdes
da invencdo nado estdo sujeitos a clivagem enzimatica por
metaloproteinases de matriz (eg., colagenase) e espera—-se, por
conseguinte, que tenham uma maior persisténcia a longo prazo in
vivo que as composicdes de colagénio actualmente disponiveis.

O conceito subjacente ao presente invento é que um polimero
sintético contendo multiplos grupos nucleofilicos (abaixo
representados como "X") ird reagir com um polimero sintético
contendo multiplos grupos electrofilicos (abaixo representados
como "ymy, resultando numa rede ©polimérica com ligacdes
covalentes, como se segue:

Polimero — X + Polimero - ¥, - polimero - Z —-polimero



em que o polimero-Xm é uma polilisina; m>2 e n>2;

Y=-CO,N (COCH3),, —-COzH,-CHO, —-CHOCH;, .N=C=0O,

—-S0,CH=CH;, -N(COCH)2), -S-S—(CsH4N), etc, e pode ser O mesmo
ou diferente; e o polimero-Yn contém dois ou mais grupos
succinimidilo;

Z = grupo funcional resultante da wunido de um grupo
nucleofilico (X) e um grupo electrofilico (Y).

A estrutura do polimero multi-electrofilico corresponde
preferivelmente a um 6xido de alguileno, em particular, oxido de
etileno, O6xido de propileno e suas misturas.

O grupo Y funcional requerido €é normalmente acoplado a
estrutura do polimero por um grupo de ligacdo (representado
abaixo como "Q"), muitos dos quais sado conhecidos ou possiveis.
Existem muitas maneiras de ©preparar o0s diversos polimeros

funcionalizados, alguns dos quais estdo listados abaixo:

polimero-@'X + polimero-Q*-Y — polimero-Q'-z-@*-polimero-

em que Q = S éétrutura completa =

;—O—(CHgn— polimero—-0—(CH;),—X

;—S—(CHZ)H— polimero-S—(CH;) ,—X

?—NH—(CHﬁn— polimero—-NH- (CHz) ,—X

‘—OZC—NH—(CHﬁn— polimero-0,C-NH- (CH;) ,—X
i}gEt?EES;jmmmmmmmmmmmmWEgIEa;a;}ggj?EE5;j£mmmmmmmmmmmmmmmmmm¢
g:6;EtEﬁfﬁtNNNNNNNNNMNMNMMMEE;IE;E;EiE;E:EiE:; \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
E—OR?—CO—NH— gpolimero—O—R—CO—NH—X




em que n = 1-10 em cada caso, e em que O polimero-Ql-X & uma
polilisina;

R'= H, CHs, C.Hs, etc;

R’= CH,;, CO-NH-CH,CH,.

Por exemplo, quando Q’= OCH,CH, (Ndo héd Q' neste caso); Y=-CO,
N(COCHz),; e X=-NH,, as reacg¢des resultantes e 0s grupos Z seriam
como se segue:

Polimero-NH, + polimero-OCH,CH,CO,-N(COCH;), — polimero—- NH-
OCH=CH,CO-polimero (amida)

Um grupo adicional, abaixo representado por "D", pode ser
inserido entre o polimero e o grupo de ligacdo para aumentar a
degradacdo da composicdo de polimero reticulado in vivo, por
exemplo, para uso em aplicacdes de libertacdo de farmacos.

polimero - D-Q-X + polimero — D-Q-Y — polimero - D-Q-Z-Q-D -
polimero-

Alguns grupos "D" biodegraddveis Uteis incluem lactido,
glicolido, e-caprolactona, poli (o-hidroxiacido),

poli(aminocdcidos), poli(anidrido), e diversos di- ou tripéptidos.

Polimeros sintéticos

A fim de preparar as composigcdes da presente invencdo, ¢é
primeiro necessdrio fornecer um primeiro polimero sintético e um
segundo polimero sintético capaz de ligacdo covalente com o0s
grupos nucleofilicos no segundo polimero sintético, de acordo com
a reivindicagdo N°.1.

Tal como agqui utilizado, o termo "polimero" refere-se inter
alia a polialquilos, poliaminodcidos e polissacdridos. Além
disso, para utilizacdo externa ou por via oral, o polimero pode

ser acido poliacrilico ou Carbopol.



Tal como aqui wutilizado, o termo "polimero sintético"
refere-se a polimeros que ndo sdao de ocorréncia natural e que sao
produzidos por meio de sintese gquimica. Como tal, as proteinas de
ocorréncia natural, como o colagénio, e o0s polissacaridos de
ocorréncia natural, como o dcido hialurdénico, sdo especificamente
excluidos. Estdo incluidos o colagénio sintético, o d4dcido
hialurdénico sintético e os derivados destes. O0Os polimeros

sintéticos que contenham grupos nucleofilicos ou electrofilicos

também sao aqui referidos como "polimeros sintéticos
multifuncionalmente activados". O termo "multifuncionalmente
activado"™ (ou, simplesmente, "activado") refere-se a polimeros
sintéticos que possuem, ou que tenham sido modificados

gquimicamente para possuir, dois ou mais grupos nucleofilicos ou
electrofilicos, que s&o capazes de reagir entre si (i.e., os
grupos nucleofilicos reagem com os grupos electrofilicos) para
formar ligagdes covalentes. Os tipos de polimeros sintéticos
multifuncionalmente activados incluem polimeros difuncionalmente
activados, tetrafuncionalmente activados e de ramificacdes em
estrela.

Os polimeros sintéticos multifuncionalmente activados para
uso na presente invencgdo devem conter pelo menos trés grupos
funcionais para que possam formar uma estrutura reticulada

tridimensional com polimeros sintéticos contendo multiplos grupos

nucleofilicos (por exemplo, "polimeros multi-nucleofilicos"). Por
outras palavras, 0os polimeros devem ser, pelo menos,
trifuncionalmente e, de preferéncia, tetrafuncionalmente
activados.



Polimeros Sintéticos Contendo Multiplos Grupos Nucleofilicos

O polimero multi-nucleofilico é uma polilisina, que €& um
polimero sinteticamente produzido do aminocdcido lisina (PM 145).
Foram preparadas poli(lisina)s contendo entre 6 a 4000 grupos
amino primarios, o que corresponde a pesos moleculares de 870 a
580.000.

As poli(lisina)s para utilizacdo na presente invencado tém,
de preferéncia, um peso molecular compreendido no intervalo de
1.000 a 300.000; mais preferencialmente, dentro da gama de 5.000
a 100.000; com maior preferéncia, dentro da gama de 8.000 a
15.000. As poli(lisina)s de diferentes pesos moleculares sao
comercializadas pela companhia Peninsula Laboratories, Inc.

(Belmont, CA).

Polimeros sintéticos contendo miltiplos grupos electrofilicos

Os polimeros sintéticos contendo maltiplos grupos
electrofilicos sdo também aqui referidos como "polimeros multi-
electrofilicos." Para wutilizacdo na presente invencéo, os
polimeros sintéticos multifuncionalmente activados devem conter,
pelo menos, trés grupos electrofilicos para que possam formar uma
estrutura reticulada tridimensional com polimeros multi-
nucleofilicos.

Os polimeros multi-electrofilicos para utilizacgdo nas
composicdes da invencao sao polimeros que contém dois ou mais
grupos succinimidilo capazes de formar ligacdes covalentes com
grupos electrofilicos nas outras moléculas. Os grupos
succinimidilo sado altamente reactivos com o0s materiais contendo
grupos amino primdrios (-NHz) , tais como PEG multi-amino,
poli(lisina) ou colagénio. Os grupos succinimidilo 530

ligeiramente menos reactivos com os materiais que contém grupos

10



tiol (-SH), tais como PEG multi-tiol ou polipéptidos sintéticos
contendo multiplos residuos de cisteina.

Tal como aqui utilizado, o termo "contendo dois ou mais
grupos succinimidilo" pretende englobar os polimeros
comercialmente disponiveis que contém dois ou mais grupos
succinimidilo, bem como aqueles que foram guimicamente
derivatizados para conter dois ou mais grupos succinimidilo. Tal
como aqui utilizado, o termo "grupo succinimidilo" destina-se a
englobar oS grupos sulfosuccinimidilo e outras variacgodes
semelhantes do grupo succinimidilo "genérico". A presenca da
porcao molecular de sulfito de sdédio no grupo sulfosuccinimidilo

serve para aumentar a solubilidade do polimero.

Polimeros hidrofilicos

Os polimeros hidrofilicos e, em particular, varios
polietilenoglicdis, sao preferidos para utilizacgao nas
composicdes da presente invencao. Tal como agui utilizado, o
termo "PEG" refere-se a polimeros tendo a estrutura repetitiva
(OCH,CH3) p.

As estruturas de algumas formas especificas,
tetrafuncionalmente activadas de PEG sao apresentadas nas Figuras
4 a 13, assim como os produtos de reaccdo gerais obtidos por
reaccdo de PEGs tetrafuncionalmente activados com PEGs multi-
amino. Tal como representado nas Figuras, O grupo succinimidilo é
uma estrutura em anel de cinco membros representada como -
N (COCH;),. Nas Figuras 4 a 13, o simbolo A indica uma ligacgao
aberta. A Figura de Referéncia 4 apresenta a reaccdo de PEG-
glutarato de succinimidilo tetrafuncionalmente activado, aqui
referido como SG-PEG, com PEG multi-amino, e o produto de reaccgéao

assim obtido.
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OQutra forma activada de PEG é referida como PEG-propionato
de succinimidilo (SE-PEG). A férmula estrutural para o SE-PEG
tetrafuncionalmente activado e o produto da reaccdo obtido por
reacgdo do mesmo com o PEG multi-amino sdo mostradas na Figura de
Referéncia 5. Numa fdérmula estrutural geral para o composto, ©
indice 3 é substituido por um "m". Na concretizacdo mostrada na
Figura 4, m = 3, sendo que existem trés grupos CH; repetidos em
cada lado do PEG.

A estrutura na Figura 5 resulta num conjugado que inclui uma
ligacdo "éter" menos sujeita a hidrdlise. Isto é diferente do
conjugado apresentado na Figura 4, em que é fornecida uma ligacéao
éster. A ligacdo éster é submetida a hidrdélise sob condigdes
fisioldgicas.

Ainda outra forma funcionalmente activada de polietileno-
glicol, em que m=2, é mostrada na Figura de Referéncia 6, assim
como o conjugado formado pela reacgcdo do PEG tetrafuncionalmente
activado com um PEG multi-amino.

E fornecido outro PEG funcionalmente activado, semelhante
aos compostos das Figuras 5 e 6, quando m = 1. A fdérmula
estrutural do PEG tetrafuncionalmente activado e o conjugado
resultante formado pela reaccdo do PEG activado com o PEG multi-
amino sdo mostrados na Figura de Referéncia 7. E de notar que
este conjugado inclui tanto um éter como uma ligacdo peptidica.
Estas ligacdes sdo estdaveis sob condigdes fisioldgicas.

Outra forma funcionalmente activada de PEG é referida como
PEG succinimidil-succinamida (SSA-PEG). A fdérmula estrutural para
a forma tetrafuncionalmente activada deste composto e o produto
da reaccdo obtido por reaccdo do mesmo com o PEG multi—-amino é
mostrada na Figura 8. Na estrutura mostrada na Figura de

Referéncia 8, m = 2; no entanto, os compostos relacionados, em
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que m = 1 ou m = 3-10, também podem ser wutilizados nas
composicdes da invencao.

A estrutura da Figura 8 resulta num conjugado gue inclui uma
ligagdao "amida" que, tal como a ligacdo éter descrita
anteriormente, € menos sujeita a hidrdlise e, por conseguinte, é
mais estavel do que uma ligacdo éster.

Ainda outra forma activada de PEG é fornecida quando m = 0.
Este composto é referido como PEG-carbonato de succinimidilo (SC-
PEG) . A férmula estrutural do SC-PEG tetrafuncionalmente activado
e o conjugado formado pela sua reaccdo com PEG multi-amino séao
mostrados na Figura de Referéncia 9.

Tal como discutido acima, os derivados de polietilenoglicol
activados preferidos para utilizacdo na presente invencdo contém
grupos succinimidilo como grupo reactivo. Contudo, diferentes
grupos de activacdo podem ser ligados a locais ao longo da
extensdo da molécula de PEG. Por exemplo, o PEG pode ser
derivatizado para formar o PEG-propionaldeido funcionalmente
activado (A-PEG), sendo a sua forma tetrafuncionalmente activada
mostrada na Figura 10, assim como o conjugado formado pela
reacgdao de A-PEG com o0 PEG multi-amino. A ligagdo mostrada na
Figura de Referéncia 10 é referida como uma ligacdo - (CHj),-NH-,
em que m = 1 — 10.

Ainda outra forma de polietilenoglicol activado é o PEG-
glicidiléter (E-PEG) funcionalmente activado, do qual o composto
tetrafuncionalmente activado é mostrado na Figura de Referéncia
11, assim como o conjugado formado pela reacgao do mesmo com PEG
multi-amino.

Outro derivado activado do polietilenoglicol ¢é o PEG-

isocianato (I-PEG) funcionalmente activado, que ¢é mostrado na
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Figura de Referéncia 12, juntamente com o conjugado formado pela
reaccao do mesmo com PEG multi-amino.

OQutro derivado activado do polietilenoglicol €é o PEG-
vinilsulfona (V-PEG) funcionalmente activado, que € mostrado na
Figura de Referéncia 13, abaixo, Jjuntamente com o conjugado
formado pela reaccao do mesmo com PEG multi-amino.

Os polietilenoglicdis multifuncionalmente activados
preferidos para utilizacdo nas composicdes da presente invencao
sdo o0s polietilenoglicdis contendo grupos succinimidilo, tais
como o SG-PEG e o SE-PEG (mostrados nas Figuras 4-7), de
preferéncia nas formas trifuncionalmente ou tetrafuncionalmente
activadas.

Muitas das formas activadas de polietilenoglicol acima
descritas sdo agora comercializadas pelas companhias Shearwater
Polymers, Huntsville, Alabama, e Union Carbide, South Charleston,

West Virginia.

Polimeros Hidrofdbicos

Podem também utilizar-se polimeros hidrofdébicos para
preparar as composigdes da presente invencdo. Os polimeros
hidrofébicos para uso na presente invencdo contém, ou podem ser
derivatizados para conter, pelo menos trés grupos electrofilicos,
tais como grupos succinimidilo, e de preferéncia contém quatro
grupos electrofilicos. Tal como aqui utilizado, o termo "polimero
hidrofébico" refere-se a polimeros que contém uma Proporcao
relativamente pequena de atomos de oxigénio ou azoto.

Os polimeros hidrofdébicos que ja contém dois ou mais grupos

succinimidilo incluem suberato de dissuccinimidilo (DSS),
suberato de bis(sulfosuccinimidilo) (BS®), ditio-bis
(succinimidilpropionato) (DSP), bis(2-
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succinimidooxicarboniloxi)etilsulfona (BSOCOES), e 3,3'—- ditio-
bis(sulfosuccinimidilpropionato) (DTSPP), e seus analogos e
derivados. Os polimeros acima referidos sdo comercializados pela
Pierce (Rockford, 1IL), sob os N°s de catdlogo 21555, 21579,
22585, 21554 e 21577, respectivamente. As fdérmulas estruturais
para os polimeros acima mencionados, bem como produtos de reaccao
gerais obtidos por reaccdo de cada um destes polimeros com PEG
amino, sao apresentados abaixo nas Figuras 14-18,
respectivamente.

Os polimeros hidrofdébicos preferidos para wutilizacdo na
presente invencao possuem geralmente uma cadeia de carbono que
ndo é maior do que 14 dtomos de carbono. Os polimeros com cadeias
de carbono substancialmente mais longas do que 14 atomos de
carbono tém geralmente uma solubilidade muito baixa em solugdes
aquosas e, como tal, tém tempos de reaccao muito longos quando
misturados com as solucdes aquosas de polimeros sintéticos

contendo multiplos grupos nucleofilicos.

Derivatizacdo de Polimeros para Conter Grupos Funcionais

Certos polimeros, tais como poliéacidos, podem ser
derivatizados para conter pelo menos trés grupos funcionais, tais
como grupos succinimidilo. Os polidcidos para utilizacdo na
presente invencdo incluem &cido tricarboxilico Dbaseado em
trimetilolpropano, acido tetracarboxilico baseado em
di(trimetilolpropano), d&cido heptanodidico, &cido octanodidico
(Acido subérico), e 4&cido hexadecanodidico (acido téapsico).
Muitos destes polidcidos sdo comercializados pela DuPont Chemical
Company.

De acordo com um método geral, os polidcidos podem ser

gquimicamente derivatizados para conter pelo menos trés grupos
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succinimidilo por reaccgado com uma quantidade molar adequada de N-
hidroxissuccinimida (NHS) na presenca de N,N'"-
diciclohexilcarbodiimida (DCC).

Os polidlcoois como o trimetilolpropano e o
di(trimetilolpropano) podem ser convertidos para a forma de acido
carboxilico usando varios métodos, sendo ainda posteriormente
derivatizados por reaccdo com NHS na presenca de DCC para
produzir polimeros trifuncionalmente e tetrafuncionalmente
activados, respectivamente, como descrito no Pedido de Patente

co-pendente de propriedade comum com o N° de Série 08/403,358.

As poliaminas, Ccomo a etilenodiamina (H,N-CH,CH>—NH3) ,
tetrametilenodiamina (HoN—-(CHy) 4—NH3) , pentametilenodiamina
(cadaverina) (H,N- (CH,) 5s—NH53) , hexametilenodiamina (H,N- (CHy) 46—
NHy), bis(2-hidroxietil)amina (HN- (CH,CH,0H) »), bis(2-
aminoetil)amina (HN—- (CH2CH,;NHy),) e tris(2-aminoetil)amina (N-
(CH,CH,NH3) 3), podem ser quimicamente derivatizadas até

poliacidos, os quais podem entdo ser derivatizados até conterem
pelo menos trés grupos succinimidilo por reacgdo com @ as
quantidades molares adequadas de N-hidroxissuccinimida na
presenca de DCC, tal como descrito no pedido de Patente dos EUA
numero de série 08/403,358. Muitas destas poliaminas estéo

comercialmente disponiveis a partir da DuPont Chemical Company.

Preparacdo de Composicdes de Polimero Reticulado

Num método geral para a preparacdo das composicdes de
polimero reticulado da invencdo, um primeiro polimero sintético
contendo multiplos grupos nucleofilicos € misturado com um
segundo polimero sintético contendo multiplos grupos
electrofilicos. A formacao de uma estrutura reticulada

tridimensional ocorre em resultado da reacgdo entre o0s grupos
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nucleofilicos no primeiro polimero sintético e ©0s grupos
electrofilicos no segundo polimero sintético.

Dagqui em diante, o termo "primeiro polimero sintético" serad
usado para referir um polimero sintético contendo pelo menos trés
grupos nucleofilicos, e o termo "segundo polimero sintético" sera
usado para referir um polimero sintético que contém pelo menos
trés grupos electrofilicos. As concentracdes do primeiro polimero
sintético e do segundo polimero sintético utilizados para
preparar as composicdes da presente invencdo irdao wvariar
dependendo de uma série de factores, incluindo os tipos e pesos
moleculares dos polimeros sintéticos particulares utilizados e a
aplicacdo final pretendida.

Uma vez que os polimeros contendo multiplos grupos
electrofilicos também reagem com a 4agua, © segundo polimero
sintético é geralmente armazenado e utilizado em forma estéril e
seca, de modo a evitar a perda da capacidade de reticulacéo
devido a hidrdélise que ocorre normalmente apds a exposicdo de
tais grupos electrofilicos aos meios aquosos. Os processos para a
preparacéo de polimeros hidrofilicos sintéticos contendo
miltiplos grupos eletrofilicos em forma estéril e seca estéo
apresentados no Pedido de Patente Norte Americano N°. de Série
08/497,573, depositado em 30 de Junho de 1995. Por exemplo, O
polimero sintético seco pode ser moldado por compressao numa
folha ou membrana fina, que pode depois ser esterilizada
utilizando radiacdo gama ou, de preferéncia, irradiacdo com feixe
de electrdes. A membrana ou folha seca resultante pode ser
cortada no tamanho desejado, ou dividida em particulas de tamanho

menor.

17



Os polimeros que contém multiplos grupos nucleofilicos néo
sao geralmente reactivos a agua e podemnm, portanto, ser
armazenados em solugdo agquosa.

As composicdes de polimeros reticulados também podem ser
preparadas para conter varios agentes de imagiologia, tais como
iodo ou sulfato de bario, ou fltor, de modo a ajudar na
visualizacdo das composicdes apds a administracao através de

raios—-X, ou 19F—MRI, respectivamente.

Incorporagdo de Outros Componentes no Polimero Reticulado

Sintético

Adicionalmente, poderédo incorporar-se proteinas de
ocorréncia natural, tais como o colagénio, e derivados de vdarios
polissacaridos de ocorréncia natural, como os
glicosaminoglicanos, nas composicdes da invencdao. Quando estes
outros componentes também contém grupos funcionais que iréao
reagir com os grupos funcionais dos polimeros sintéticos, a sua
presenca durante a mistura e/ou reticulacdo do primeiro e segundo
polimeros sintéticos 1ird resultar na formagdo de uma matriz
reticulada de polimero sintético-polimero de ocorréncia natural.
Em particular, gquando o polimero de ocorréncia natural (proteina
ou polissacdarido) também contém grupos nucleofilicos, tais como
grupos amino primdrios, os grupos electrofilicos do segundo
polimero sintético irdo reagir com os grupos amino primdrios
desses componentes, tal como com o0s grupos nucleofilicos do
primeiro polimero sintético, o que faz com gque estes outros
componentes se tornem parte da matriz polimérica.

Em geral, os glicosaminoglicanos devem ser gquimicamente
derivatizados por desacetilacdao, dessulfatacado, ou ambos, de

forma a que contenham grupos amino primdrios disponiveis para
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reaccdo com 0S8 grupos electrofilicos das moléculas de polimero
sintético. Os glicosaminoglicanos que podem ser derivatizados de
acordo com um ou ambos os métodos acima mencionados incluem os
seguintes: 4dcido hialurdnico, sulfato de condroitina A, sulfato
de condroitina B (sulfato de dermatano), sulfato de condroitina
C, gquitina (que pode ser derivatizada para quitosano), sulfato de
queratano, queratossulfato e heparina. A derivatizacdo dos
glicosaminoglicanos por desacetilacdo e/ou dessulfatacdo e a
ligacgéo covalente dos derivados de glicosaminoglicanos
resultantes com polimeros hidrofilicos sintéticos é descrita em
maior detalhe no Pedido de Patente Norte Americana de propriedade
comum da requerente com o N° de Série 08/146,843, depositado em 3
de Novembro de 1993.

Do mesmo modo, 0s grupos electrofilicos no segundo polimero
sintético ird&o reagir com grupos amino primarios dos residuos de
lisina ou grupcos tiol dos residuos de «cisteina de certas
proteinas de ocorréncia natural. As proteinas ricas em lisina,
tais como o colagénio e seus derivados, sdo especialmente
reactivas com o0s grupos electrofilicos de polimeros sintéticos.
Tal como aqui utilizado, o termo "colagénio" pretende abranger
qualguer tipo de colagénio, derivado de qualquer fonte,
incluindo, mas nédo se limitando a, colagénio extraido de um
tecido ou produzido de forma recombinante, andlogos de colagénio,
derivados de colagénio, colagénios modificados e colagénios
desnaturados tais como gelatina. A ligacdo covalente do colagénio
a polimeros hidrofilicos sintéticos estd descrita em pormenor na
Patente Norte Americana No. 5,162,430, de propriedade comum da
requerente, emitida em 10 de Novembro de 1992, de Rhee et al..

Em geral, pode utilizar-se colagénio proveniente de qualquer

fonte nas composicdes do invento; por exemplo, o colagénio pode

19



ser extraido e purificado a partir de uma fonte humana ou de
outro mamifero, tal como cdédrion de bovino ou de suino e placenta
humana, ou pode ser produzido de forma recombinante ou de outro
modo. A preparagcdo de uma solucdo de colagénio purificado,
substancialmente né&o antigénico, a partir de pele bovina €& bem
conhecida neste campo técnico. A Patente Norte Americana No.
5,428,022, de propriedade comum da requerente, emitida em 27 de
Junho de 1995, de Palefsky et al., descreve métodos de extraccao
e purificacdo de colagénio a partir da placenta humana. Também de
propriedade comum da requerente, o Pedido de Patente DNorte
Americano co-pendente com o No. de Série 08/183,648, depositado
em 18 de Janeiro de 1994, descreve métodos para a producdo de
colagénio humano recombinante no leite de animais transgénicos,
incluindo vacas transgénicas. O termo "colagénio" ou "material de
colagénio”, tal como aqui utilizado, refere-se a todas as formas
de colagénio, incluindo as que tenham sido processadas ou de
outra forma modificadas.

Pode utilizar-se nas composicgdes do invento colagénio de
qualguer tipo, incluindo, mas ndo se limitando a, os tipos I, II,
ITII, IV ou qualquer combinacdo dos mesmos, embora seja geralmente
preferido o colagénio do tipo I. Quer o colagénio atelopéptido
como o colagénio contendo telopéptidos podem ser utilizados; no
entanto, quando é utilizado colagénio proveniente de uma fonte
xenogénica, tal como o colagénio de bovino, o colagénio
atelopéptido é geralmente preferido, devido a sua imunogenicidade
reduzida em comparacao com o colagénio contendo telopéptidos.

Para utilizacdo nas composicdes da invencdo é preferido o
colagénio que nao tenha sido previamente reticulado por meio de
métodos tais como calor, irradiagdo ou agentes quimicos de

reticulacao, apesar de poder ser utilizado colagénio previamente
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reticulado. E possivel adquirir colagénio fibrilar atelopéptido
ndo reticulado a Collagen Corporation (Palo Alto, CA), a
concentracdes de colagénio de 35 mg/ml e 65 mg/ml, sob as marcas
comerciais Zyderm® I Collagen e Zyderm II Collagen,
respectivamente. O colagénio fibrilar atelopéptido reticulado por
glutaraldeido pode ser adquirido a Collagen Corporation, a uma
concentracdo de colagénio de 35 mg/ml, sob a marca registada
Zyplast® Collagen.

Os colagénios para utilizacao na presente invencao
encontram-se, geralmente, em suspensdo aquosa a uma concentracgao
entre 20 mg/ml e 120 mg/ml; de preferéncia, entre 30 mg/ml e 90
mg/ml.

Embora seja preferido o colagénio intacto, o colagénio
desnaturado, vulgarmente conhecido como gelatina, pode também ser
utilizado nas composicdes do invento. A gelatina pode ter a
vantagem adicional de ser mais rapidamente biodegraddvel do que o
colagénio.

Devido a sua consisténcia pegajosa, € geralmente preferido o
colagénio ndo fibrilar para wutilizacdo nas composicdes da
invencdo que se destinam a ser utilizadas como biocadesivos. O
termo "colagénio ndo fibrilar" refere-se a qualquer material de
colagénio ndo modificado ou modificado gque se encontre numa forma
substancialmente ndo fibrilar a um pH de 7, como indicado pela
claridade o6ptica de uma suspensao aquosa do colagénio.

O colagénio que se encontre ja em forma ndo fibrilar pode
ser utilizado nas composicgdes da invencao. Tal como aqui
utilizado, o termo "colagénio ndo fibrilar" destina-se a abranger
tipos de colagénio que sdao nao fibrilares na forma nativa, bem
como colagénios que foram guimicamente modificados de modo a

permanecerem na forma nao fibrilar a pH neutro ou perto do pH
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neutro. Os tipos de colagénio gque sdo nado fibrilares (ou
microfibrilares) na forma nativa incluem os tipos IV, VI e VII.

Os colagénios quimicamente modificados que estdo na forma
ndo fibrilar a um pH neutro incluem o colagénio succinilado e o
colagénio metilado, ambos os quais podem ser preparados de acordo
com ©os métodos descritos na Patente Norte Americana N°.
4,164,559, emitida em 14 de Agosto de 1979, de Miyata et al..
Devido a sua viscosidade inerente, o colagénio metilado é&
particularmente preferido para utilizacao em composicdes
bioadesivas, tal como descrito no Pedido de Patente Norte
Americana No. de Série 08/476,825, também propriedade da
requerente.

Os colagénios para utilizacao nas composicgdes de polimeros
reticulados da presente invencdo poderdo inicialmente estar na
forma fibrilar, sendo entao tornados nao fibrilares pela adicéao
de um ou mais agentes de dissociacdao de fibras. O agente de
dissociacao de fibras deve estar presente numa quantidade
suficiente para tornar o colagénio substancialmente ndo fibrilar
a um pH de 7, como descrito acima. Os agentes de dissociacao de
fibras a wutilizar na presente invencdo incluem varios &lcoois
biocompativeis, aminodcidos, sais inorgédnicos e carbohidratos,
sendo particularmente preferidos os &dlcoois biocompativeis. Os
dlcoois biocompativeis preferidos incluem glicerol e
propilenoglicol. Os &lcoois nao biocompativeis, tais como etanol,
metanol e isopropanol, ndo sdo preferidos para utilizacdo na
presente invencao, devido aos seus efeitos potencialmente nocivos
no corpo do paciente que o0s recebe. 0Os aminocdcidos preferidos
incluem arginina. Os sais inorgdnicos preferidos incluem cloreto
de sdédio e cloreto de potdssio. Embora os carbohidratos de

carbono - tais como diversos acglUcares, incluindo a sacarose -
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possam ser utilizados na pratica da presente invencdo, eles nédo
sao tado preferidos como os outros tipos de agentes de dissociacéao
de fibras por poderem ter efeitos citotdxicos in vivo.

Por ser opaco e menos pegajoso do gque o colagénio néao
fibrilar, o colagénio fibrilar é menos preferido para utilizacéo
em composicgdes biocadesivas. No entanto, tal como descrito na
Patente Norte Americana N°. de Série 08/476,825, o colagénio
fibrilar, ou misturas de colagénio ndo fibrilar e fibrilar, podem
ser preferidos para o uso em composicdes adesivas para as quais
se pretenda uma persisténcia a longo prazo in vivo, se a
claridade o6ptica ndao for um requisito.

Para as composicdes destinadas a utilizacdo no aumento de
tecidos, o colagénio fibrilar é preferivel porque tende a formar
geles reticulados mais fortes e com uma maior persisténcia a
longo prazo in vivo do que os preparados utilizando colagénio néao
fibrilar.

Em geral, o colagénio é adicionado ao primeiro polimero
sintético; em seguida, o colagénio e primeiro polimero sintético
sdo muito bem misturados para obter uma composicdo homogénea. O
segundo polimero sintético é entdo adicionado e misturado na
mistura colagénio/primeiro polimero sintético, onde se ird ligar
covalentemente aos grupos amino primdrios ou grupos tiol do
primeiro polimero sintético e aos grupos amino primdrios do
colagénio, resultando na formagdao de uma estrutura reticulada
homogénea. Varios derivados de glicosaminoglicano desacetilados
e/ou dessulfatados podem ser incorporados na composicdo de um
modo semelhante ao acima descrito para o colagénio.

Para utilizacdo na adesdo de tecidos, como discutido a

seguir, poderd também ser desejdvel incorporar proteinas tais
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como a albumina, a fibrina ou o fibrinogénio na composicdo do
polimero reticulado para promover a adesao celular.

Além disso, a introducdo de hidrocoldides, tais como
carboximetilcelulose, pode promover a adesdo de tecidos e/ou a

capacidade de intumescimento.

Administracdo das Composigdes de Polimeros Reticulados Sintéticos

As composicdes da presente invencdo podem ser administradas
antes, durante ou depois da reticulacdo do primeiro e do segundo
polimeros sintéticos. Certas utilizacgdes, que sdo discutidas em
maior detalhe abaixo, tais como o aumento dos tecidos, podem
requerer que as composicdes sejam reticuladas antes da
administracdo, enquanto que outras aplicacgdes, tais como a adesao
de tecidos, requerem que as composicdes sejam administradas antes
que a reticulacdo tenha atingido o "equilibrio". O ponto em que a
reticulacdo atinge o equilibrio é aqui definido como o ponto em
que a composicdo ja ndo é pegajosa ou adesiva ao toque.

A fim de administrar a composicdao antes da reticulacdo, o
primeiro polimero sintético e o segundo polimero sintético podem
ser contidos dentro de tambores separados de uma seringa de dois
compartimentos. Neste caso, o0s dois polimeros sintéticos nao se
misturam de facto até a altura em que os dois polimeros séo
extrudidos a partir da ponta da agulha da seringa para o tecido
do paciente. Isto permite que a grande maioria da reaccdo de
reticulacgcdo ocorra in situ, evitando-se o problema do bloqueio da
agulha que ocorre normalmente se o0s dois polimeros sintéticos
forem misturados muito cedo e se a reticulacdo entre os dois
componentes Jja estiver muito avancada antes da libertacdo a
partir da agulha de uma seringa. A utilizacdo de uma seringa de

dois compartimentos, tal como descrito acima, permite a
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utilizacdo de agulhas de menor didmetro, o que é vantajoso quando
se pretende realizar o aumento dos tecidos moles em tecido facial
delicado, tal como o gque rodeia os olhos.

Em alternativa, o primeiro polimero sintético e o segundo
polimero sintético podem ser misturados, de acordo com os métodos
descritos acima, antes do seu fornecimento ao local de tecido,
sendo em seguida injectados no local desejado do tecido
imediatamente (de preferéncia, dentro de cerca de 60 segundos)
apdés a mistura.

Numa outra forma de realizagdo da invengdo, o primeiro
polimero sintético e o segundo polimero sintético sdo misturados,
sendo em seguida extrudidos e deixados a reticular sobre uma
folha ou outra forma sdélida. O sdélido reticulado €, entéo,
desidratado para remover substancialmente toda a dgua ndo ligada.
O sdélido seco resultante pode ser moido ou triturado em
particulas, sendo entdo suspenso num veiculo liquido ndo aquoso,
incluindo 4&acido hialurdnico, sulfato de dextrano, dextrano,
colagénio succinilado ndo reticulado, colagénio metilado néo
reticulado, glicogénio, glicerol, dextrose, maltose,
triglicéridos de 4dcidos gordos (tais como éleo de milho, &leo de
soja e 6leo de sésamo) e fosfolipido de gema de ovo. A suspensao
de particulas pode ser injectada através de uma agulha de pequeno
calibre para um local de tecido. Uma vez no interior do tecido,
as particulas de polimero reticulado 1irdo rehidratar-se e

intumescer, aumentando de tamanho pelo menos cinco vezes.

Utilizacdo de Polimeros Sintéticos Reticulados para Libertar

Compostos Carregados

Fazendo variar as quantidades molares relativas do primeiro

polimero sintético e do segundo polimero sintético, é possivel
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alterar a carga total da composicdo de polimero reticulado
resultante, a fim de preparar uma matriz para a libertacdo de um
composto carregado (tal como uma proteina ou fdrmaco). Como tal,
a libertacdo de proteinas carregadas ou fdrmacos, que normalmente
se difundiriam rapidamente para fora de uma matriz transportadora
neutra, pode ser controlada.

Por exemplo, se for wutilizado um excesso molar de um
primeiro polimero sintético contendo multiplos grupos
nucleofilicos, a matriz resultante terd uma carga total positiva
e poderd ser usada para ligar ionicamente e libertar compostos
com carga negativa. Os exemplos de compostos carregados
negativamente que podem ser libertados a partir destas matrizes
incluem varios farmacos, células, proteinas e polissacaridos. Os
colagénios com carga negativa, como o colagénio succinilado, e os
derivados de glicosaminoglicanos, tais como o hialuronato de
sédio, sulfato de queratano, queratossulfato, sulfato sdédico de
condroitina A, sulfato sédico de dermatano B, sulfato sdédico de
condroitina C, heparina, sulfato de condroitina C esterificada e
heparina esterificada, podem ser eficazmente 1incorporados na
matriz de polimero reticulado tal como descrito acima.

Se for utilizado um excesso molar de um segundo polimero
sintético contendo multiplos grupos electrofilicos, a matriz
resultante tem uma carga total negativa e pode ser utilizada para
ligar ionicamente e libertar compostos carregados positivamente.
Os exemplos de compostos carregados positivamente gque podem ser
libertados a partir destas matrizes incluem varios farmacos,
células, proteinas e polissacdaridos. O0Os colagénios carregados
positivamente, como o colagénio metilado, e os derivados de
glicosaminoglicanos, tais como o dcido hialurdénico esterificado e

desacetilado, sulfato de condroitina A esterificado, desacetilado
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e dessulfatado, sulfato de condroitina C esterificado,
desacetilado e dessulfatado, sulfato de queratano desacetilado e
dessulfatado, queratossulfato desacetilado e dessulfatado,
heparina esterificada dessulfatada, e quitosano, podem ser
eficazmente 1incorporados na matriz de polimero reticulado tal

como acima descrito.

Utilizacdo de Polimeros Sintéticos Reticulados para Libertacdo de

Agentes Biologicamente Activos

As composicdes de polimeros reticulados segundo a presente
invencdo podem também ser utilizadas para a libertacdo localizada
de varios fdadrmacos e outros agentes biologicamente activos. Os
agentes biologicamente activos, tais como factores de
crescimento, podem ser libertados a partir da composicdo para um
local de tecido, a fim de facilitar a cicatrizacdao e a
regeneracao de tecidos.

O termo "agente biologicamente activo" ou "agente activo",
tal como aqui wutilizado, refere-se a moléculas orgénicas que
exercem efeitos bioldgicos in vivo. Os exemplos de agentes
activos incluem, sem limitacao, enzimas, agonistas ou
antagonistas de receptores, hormonas, factores de crescimento,
medula &ssea autdloga, antibidticos, agentes antimicrobianos e
anticorpos. O termo "agente activo" também se destina a abranger
vdrios tipos de células e genes que podem ser incorporados nas
composicdes da invencgdo. O termo "agente activo" destina-se
também a abranger combinac¢des ou misturas de dois ou mais agentes
activos, tal como definido acima.

Os agentes activos preferidos para utilizacao nas
composicdes da presente invencdo incluem factores de crescimento,

tais como factores de crescimento transformadores (TGF), factores
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de crescimento de fibroblastos (FGFs), factores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGFs), factores de crescimento da
epiderme (EGFs), péptidos activadores do tecido conjuntivo
(CTAPS), factores osteogénicos, e analogos biologicamente
activos, fragmentos e derivados de tais factores de crescimento.
Os membros da familia de supergenes dos factores de crescimento
transformadores (TGF) , que sao proteinas reguladoras
multifuncionais, sdao particularmente preferidos. Os membros da

familia de supergenes TGF incluem os factores de crescimento

transformadores beta (por exemplo, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3);
proteinas morfogenéticas do osso (por exemplo, BMP-1, BMP-2, BMP-
3, BMP- 4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9); factores de
crescimento de ligacdo a heparina (por exemplo, o factor de
crescimento de fibroblastos (FGF), factor de crescimento da
epiderme (EGF), factor de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), factor de crescimento semelhante a insulina (IGF));
inibinas (por exemplo, Inibina A, Inibina B); factores de
diferenciacdo do crescimento (por exemplo, GDF-1), e activinas
(por exemplo, Activina A, Activina B, Activina AB).

Os factores de crescimento podem ser isolados a partir de
fontes nativas ou naturais, tais como a partir de células de
mamifero, ou podem ser preparados sinteticamente, por exemplo,
por técnicas de DNA recombinante ou através de diversos processos
quimicos. Além disso, podem ser utilizados andlogos, fragmentos
ou derivados desses factores, desde que exibam pelo menos alguma
da actividade bioldégica da molécula nativa. Por exemplo, o0sS
andlogos podem ser preparados por expressdo de genes alterados
por mutagénese especifica de local ou outras técnicas de

engenharia genética.
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Os agentes biologicamente activos podem ser incorporados na
composicao de polimero sintético reticulado por mistura.
Alternativamente, 0s agentes podem ser incorporados na matriz de
polimero reticulado, como descrito acima, por ligacdo destes
agentes com o0s grupos funcionais dos polimeros sintéticos. Os
processos para ligacdo covalente de agentes Dbiologicamente
activos, tais como factores de crescimento, utilizando
polietilenoglicdis funcionalmente activados sdo descritos na
Patente Norte Americana de propriedade comum da regquerente N°.
5,162,430, emitida em 10 de Novembro de 1992, de Rhee et al..
Tais composicdes incluem preferencialmente ligagdes que podem ser
facilmente biodegradadas, por exemplo, como resultado da
degradacdo enzimdtica, dai resultando a libertacdo do agente
activo para o tecido-alvo, sobre o qual ird exercer o efeito
terapéutico desejado.

Um método simples para a incorporacao de agentes
biologicamente activos contendo grupos nucleofilicos na
composicdo de polimero reticulado consiste em misturar o agente
activo com o primeiro polimero sintético (ou mistura de primeiro
polimero sintético/colagénio), antes da adicdao do segundo
polimero sintético. Este procedimento ird resultar na ligacéo
covalente do agente activo a composicdo de polimero reticulado,
produzindo uma composicdo de libertacdo prolongada altamente
eficaz.

O tipo e quantidade de agente activo utilizado vai depender,
entre outros factores, do local e condicdo particular a serem
tratados e da actividade bioldgica e farmacocinética do agente

activo escolhido.
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Utilizacdo de Polimeros Sintéticos Reticulados para Libertar

Células ou Genes

As composicdes de polimeros reticulados da presente invencéao
podem também ser utilizadas para libertar vdrios tipos de células
vivas ou genes para um local desejado de administracao, a fim de
formar um novo tecido. O termo "genes", tal como aqui utilizado,
pretende englobar material genético proveniente de fontes
naturais, acidos nucleicos sintéticos, DNA, DNA anti-senso e RNA.

Quando se pretende a utilizacdo para libertacdo de células,
por exemplo, as células estaminais do mesénquima podem ser
libertadas para produzir células do mesmo tipo das do tecido no
qual elas sdo libertadas. As células estaminais do meséngquima néo
sao diferenciadas e, portanto, podem diferenciar-se para formar
vadrios tipos de células novas em consequéncia da presenca de um
agente activo ou dos efeitos (quimicos, fisicos, etc) do ambiente
local do tecido. Os exemplos de células estaminais do mesénquima
incluem osteoblastos, condrdcitos e fibroblastos. Os osteoblastos
podem ser libertados no local de um defeito do osso para produzir
0sso novo; o0s condrédcitos podem ser libertados no local de um
defeito da cartilagem para produzir wuma nova cartilagem; o0s
fibroblastos podem ser libertados para produzirem colagénio
sempre que seja necessdrio um novo tecido conjuntivo; as células
neuroectodérmicas podem ser libertadas para formar novo tecido
nervoso; as células epiteliais podem ser libertadas para formar
novos tecidos epiteliais, tais como figado, péncreas, etc.

As células ou 0s genes poderdo ser alogénicos ou xenogénicos
na origem. Por exemplo, as composicdes podem ser usadas para
libertar as células ou genes de outras espécies que foram
geneticamente modificadas. Porque as composigdes da invencdo néao

sao facilmente degradadas in vivo, as células e os genes retidos
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dentro das composicdes de polimeros reticulados serdo isolados a
partir de células do proéoprio paciente e, como tal, nado iréao
provocar uma resposta imune no paciente. A fim de reter as
células ou o0s genes dentro de uma matriz de polimero reticulado,
o0 primeiro polimero e as células ou o0s genes podem ser pré-
misturados, sendo entdo misturado o segundo polimero com a
primeira mistura de polimero/célula ou gene para formar uma
matriz reticulada, aprisionando-se dessa forma as células ou os
genes no interior da matriz.

Como discutido acima para agentes Dbiologicamente activos,
quando utilizados para libertar células ou genes, o0s polimeros
sintéticos também contém, de preferéncia, grupos biodegraddveis
para ajudar na libertacao controlada das células ou de genes para

o local de libertacdo previsto.

Utilizacdo dos Polimeros Sintéticos Reticulados como Bioadesivos

Descobrimos que as composicdes preferidas da invencdo tendem
a ter uma adesividade invulgarmente elevada, o gque as torna
particularmente adequadas para utilizacdo como bioadesivos, por
exemplo, para utilizagdo em cirurgia. Tal como aqui utilizados,
os termos "bicadesivo", "adesivo bioldgico" e "adesivo cirurgico"
sao utilizados indiferentemente para referir composicdes
biocompativeis capazes de efectuar a fixagdo tempordria ou
permanente entre as superficies de dois tecidos nativos, ou entre
uma superficie de tecido nativo e a superficie de um tecido nao-
nativo ou uma superficie de um implante sintético.

Num método geral para efectuar a fixacdo de uma primeira
superficie a uma segunda superficie, o primeiro polimero
sintético e o segundo polimero sintético sdo aplicados a uma

primeira superficie, e, em seguida, a primeira superficie &
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colocada em contacto com uma segunda superficie para efectuar a
adesdo entre a primeira superficie e a segunda superficie. De
preferéncia, o primeiro polimero sintético e o segundo polimero
sintético sdo primeiramente misturados para iniciar a reticulacéao
sendo seguidamente libertados para uma primeira superficie antes
de ter ocorrido uma reticulacdo substancial entre o0s grupos
nucleofilicos do primeiro polimero sintético e o0s grupos
electrofilicos do segundo polimero sintético. A primeira
superficie ¢é em seguida posta em contacto com a segunda
superficie, de preferéncia imediatamente, para efectuar a adeséo
entre as duas superficies. Pelo menos uma das primeira e segunda
superficies é, de preferéncia, uma superficie de tecido nativo.

Por exemplo, o primeiro polimero sintético e o segundo
polimero sintético sdo geralmente fornecidos em seringas
separadas, cujos conteudos sdao entdo misturados, utilizando
técnicas de mistura seringa-a-seringa, imediatamente antes da
libertagdo para uma primeira superficie. O primeiro polimero
sintético e o segundo polimero sintético sé&o, de preferéncia,
misturados durante um minimo de 20 (de preferéncia, 20 a 100;
mais preferencialmente, de 30 a 60) passagens para assegurar a
mistura adequada. Como a reticulacgdo entre o0s grupos reactivos
correspondentes nos dois polimeros sintéticos é geralmente
iniciada durante o processo de mistura, € importante libertar a
mistura de reacgcdo para a primeira superficie logo que possivel
apds a mistura.

A mistura reaccional pode ser extrudida sobre a primeira
superficie a partir da abertura de uma seringa ou outro
dispositivo de extrusdo apropriado. Apds a aplicacdo, a mistura
de reaccdo extrudida pode ser espalhada sobre a primeira

superficie com uma espdtula, se necessario. Em alternativa, o
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primeiro polimero sintético e o segundo polimero sintético podem
ser misturados em conjunto num prato ou recipiente de mistura
adequado, sendo em seguida aplicados a primeira superficie por
meio de uma espatula.

Num outro método para a preparacao da mistura de reaccado, o
primeiro polimero sintético e o segundo polimero sintético estao
contidos em cémaras separadas de uma lata ou frasco de spray com
bocal, ou outro dispositivo de pulverizacdo apropriado. Neste
cenario, o primeiro e segundo polimeros ndo se misturam realmente
até serem expulsos em conjunto a partir do bocal do dispositivo
de pulverizacdo. Apds a aplicacdo da mistura de reaccdao sobre uma
superficie contendo colagénio, a primeira superficie é colocada
em contacto com uma segunda superficie. Se as duas superficies
forem postas em contacto antes que tenha ocorrido uma reticulacédo
substancial entre o polimero sintético e o agente de reticulacéo,
08 grupos reactivos do agente de reticulacdo também se ligaréo
covalentemente aos grupos amino primdrios dos residuos de lisina
das moléculas de colagénio presentes em qualquer uma das
superficies ou em ambas, proporcionando uma adesdo melhorada.

As duas superficies podem ser mantidas Jjuntas manualmente,
ou utilizando quaisquer outros meios adequados, enquanto a
reacgcdo de reticulacdao prossegue até a sua conclusdo. A
reticulacdo estard tipicamente completa passados 5 a 60 minutos
da mistura do primeiro e do segundo polimeros sintéticos. No
entanto, o tempo necessdrio para a reticulacdo completa ocorrer é
dependente de um numero de factores, incluindo os tipos e pesos
moleculares dos dois polimeros sintéticos e, mais
particularmente, as concentracgdes dos dois polimeros sintéticos
(isto é, maiores concentracdes resultam em tempos de reticulacéo

mais rapidos).
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Pelo menos uma das primeira e segunda superficies é&, de
preferéncia, wuma superficie de tecido nativo. Tal como aqgui
utilizado, o termo "tecido nativo" refere-se a tecidos bioldgicos
que sao nativos do corpo do paciente especifico a ser tratado.
Tal como aqui utilizado, o termo "tecido nativo" destina-se a
incluir tecidos bioldgicos que foram elevados ou removidos de uma
parte do corpo de um paciente para implantacdo numa outra parte
do corpo do mesmo doente (tal como autoenxertos de ossos,
autoenxertos de retalhos de pele, etc.). Por exemplo, as
composicgdes da invencdo podem ser utilizadas para fazer aderir um
pedaco de pele de uma parte do corpo de um paciente a outra parte
do corpo, tal como no caso de uma vitima de queimadura.

A outra superficie pode ser uma superficie de tecido nativo,
uma superficie de tecido ndo-nativo ou uma superficie de um
implante sintético. Tal como aqui utilizado, o termo "tecido nao-
nativo" refere-se a tecidos Dbioldgicos que foram removidos do
corpo de um paciente dador (que pode ser da mesma espécie ou de
uma espécie diferente da do doente receptor) para implantacdo no
corpo de um doente receptor (por exemplo, transplantes de tecidos
e de o6rgaos). Por exemplo, as composicgdes de polimero reticulado
da presente invencdo podem ser utilizadas para fazer aderir uma
cérnea de doador ao olho de um doente receptor.

Tal como aqui wutilizado, o termo "implante sintético"
refere-se a qualquer material biocompativel destinado a
implantacdo no corpo de um paciente gue nédo esteja abrangido
pelas definicdes acima apresentadas para tecido nativo e tecido
ndo-nativo. Os implantes sintéticos incluem, por exemplo, vasos
sanguineos artificiais, wvalvulas cardiacas, Orgdos artificiais,
préteses oésseas, lenticulas implantdveis, enxertos vasculares,

stents, e combinacdes de stent/enxerto, etc.
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Utilizacdo de Polimeros Sintéticos Reticulados em Aplicacgdes

Oftalmicas

Devido a sua transparéncia Ooptica, as composicdes de
polimero reticulado da invencdo gque nao contém colagénio séao
particularmente Dbem adaptadas para utilizacdo em aplicacgdes
oftdlmicas. Por exemplo, pode fazer-se aderir uma lenticula
sintética para a correccdo da visdao a camada de Bowman da cdrnea
do olho de wum paciente wutilizando os métodos da presente
invencéo. Conforme divulgado na Patente Norte Americana,
propriedade comum da Requerente, com o N°. de Série 08/147,227,
depositada em 3 de Novembro de 1993, de Rhee et al., um colagénio
quimicamente modificado (tal como o colagénio succinilado ou
metilado) que estd na forma substancialmente ndo-fibrilar a um pH
de 7 pode ser reticulado usando um polimero hidrofilico
sintético, sendo em seguida moldado numa forma lenticular
desejada e deixado a completar a reticulacdo. A lenticula de
colagénio reticulado resultante pode entao ser depositada sobre a
camada de Bowman de uma cdérnea sem epitélio do olho de um
paciente, utilizando os métodos da presente invengdo. Ao aplicar
a mistura de reaccdo compreendendo o primeiro e segundo polimeros
sintéticos na superficie anterior da cérnea, fazendo contactar,
em seguida, a superficie anterior da cdérnea com a superficie
posterior da lenticula antes de ter ocorrido uma reticulacéo
substancial, os grupos electrofilicos do segundo polimero
sintético irdo também ligar-se covalentemente as moléculas de
colagénio do tecido da cérnea e da lenticula para ancorar
firmemente a lenticula no lugar. (Alternativamente, a mistura de
reaccdo pode ser aplicada em primeiro lugar a superficie
posterior da lenticula, que é entdo posta em contacto com a

superficie anterior da coérnea.)
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As composicdes da presente invencdo também sdo adequadas

para utilizacdo na substituicdo do vitreo.

Uso de Composigdes de Polimeros Sintéticos Reticulados no Aumento

de Tecidos

As composicdes de polimeros reticulados da invencdo pode
também ser utilizadas para o aumento de tecidos moles ou duros no
corpo de um sujeito mamifero. Neste campo, estas composigdes
poderdo ser melhores do que o actualmente comercializado produto
de materiais a base de colagénio para aumento dos tecidos moles,
por serem menos imunogénicas e mais persistentes. Os exemplos de
aplicagbes para aumento de tecidos moles incluem o aumento de
esfincteres (por exemplo, urindrio, anal, esofdgico) e o
tratamento de rugas e cicatrizes. 0Os exemplos de aplicacdes de
aumento de tecidos duros incluem a reparacdo e/ ou a substituicdo
de osso e/ou de tecido cartilaginoso.

As composicgdes da invencdo sao particularmente adequadas
para utilizacdao como material de substituigdo para o fluido
sinovial nas articulacdes osteocartriticas, sendo que as
composicdes de polimero reticulado servem para reduzir a dor
articular e melhorar a funcdo articular por restaurarem uma
estrutura de hidrogel mole na articulacdao. As composicdes de
polimeros reticulados também podem ser usadas como material de
substituicdo para o nucleo pulposo de um disco intervertebral
danificado. Como tal, o nucleo pulposo do disco danificado é
primeiro removido e, em seguida, a composicao de polimero
reticulado é injectada ou de outro modo introduzida no centro do
disco. A composicdo pode ser reticulada antes da introducdo no

disco ou deixada reticular in situ.
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Num método geral para efectuar o aumento de tecidos dentro
do corpo de um mamifero, o primeiro e segundo polimeros
sintéticos sdo injectados simultaneamente num local de tecido com
necessidade de aumento através de uma agulha de pequeno calibre
(por exemplo, calibre de 25-32). Uma vez dentro do corpo do
paciente, os grupos nucleofilicos do primeiro polimero sintético
e o0s grupos electrofilicos do segundo polimero sintético iréao
reagir entre si para formar uma estrutura de polimero reticulado
in situ. 0s grupos electrofilicos do segundo polimero sintético
podem também reagir com grupos amino primdrios dos residuos de
lisina das moléculas de colagénio do préprio tecido do paciente,
fornecendo a "ancoragem Dbioldgica”™ das composicdes ao tecido

hospedeiro.

Utilizacdo das Composicdes de Polimeros Sintéticos Reticulados

para Prevenir Aderéncias

Uma outra utilizacdo das composicdes de polimero reticulado
da invencdo € o de revestimento de tecidos, a fim de evitar a
formacdo de aderéncias pds-cirurgia ou a lesdao dos tecidos ou
6rgaos internos. Num método geral de revestimento de tecidos para
prevenir a formacdo de aderéncias pds-cirurgia, os primeiro e
segundo polimeros sintéticos sdo misturados e, em seguida, uma
fina camada da mistura reaccional é aplicada aos tecidos due
compreendem, rodeiam, e/ou estdo adjacentes ao local cirurgico
antes de ter ocorrido uma reticulacgdo substancial entre os grupos
nucleofilicos do primeiro polimero sintético e o0s grupos
electrofilicos do segundo polimero sintético. A aplicacdo da
mistura de reacgcao ao local de tecido pode ser efectuada por
extrusdao, escovagem, pulverizacdo (como descrito acima), ou por

quaisquer outros meios convenientes.
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Apds a aplicacdo da mistura de reaccdo ao local cirurgico,
permite-se que a reticulacdo continue in situ antes do
encerramento da incisdo cirurgica. Apds a reticulacado ter
atingido o equilibrio, os tecidos que sdo colocados em contacto
com oS tecidos revestidos ndo irdo aderir aos tecidos revestidos.
Neste ponto, o local cirurgico pode ser fechado utilizando meios
convencionais (suturas, etc.)

Em geral, as composicdes que atinjam a reticulacdo completa
dentro de um periodo de tempo relativamente curto (isto é, 5-15
minutos apds a mistura do primeiro polimero sintético e do
segundo polimero sintético) sdo preferidas para utilizacdo na
prevencdo de aderéncias cirurgicas, por permitirem um fecho
relativamente rdpido do 1local cirurgico apds a conclusdao do

procedimento cirtrgico.

Utilizacdo dos Polimeros Sintéticos Reticulados para Revestir

Implantes

Uma outra utilizacdo das composicdes de polimero reticulado

da invencdo ¢é a de material de revestimento para implantes
sintéticos. Num método geral para revestimento duma superficie de
um implante sintético, os primeiro e segundo polimeros sintéticos
sdo misturados e, em seguida, uma fina camada da mistura de
reaccdo é aplicada a uma superficie do implante antes que tenha
ocorrido uma reticulacao substancial entre 0os grupos
nucleofilicos do primeiro polimero sintético e o©0s grupos
electrofilicos do segundo polimero sintético. A fim de minimizar
a reaccado celular e fibrosa ao implante revestido, a mistura da
reacgcao & de preferéncia preparada de modo a ter uma carga total
neutra. A aplicacdo da mistura de reaccdo a superficie do

implante pode ser efectuada por extrusao, escovagem, pulverizacao
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(como descrito acima), ou por quaisquer outros meios
convenientes. Apds a aplicacdo da mistura de reaccdo a superficie
do implante, permite-se que a reticulacado continue até que se
alcance a reticulacdo completa.

Embora este método possa ser utilizado para revestir a
superficie de qualgquer tipo de implante sintético, é
especialmente Util para implantes em que a trombogenicidade
reduzida é wuma consideracdo importante, tal como nos vasos
sanguineos artificiais e nas valvulas cardiacas, enxertos
vasculares, stents vasculares e combinacdes de stent/enxerto. O

método também pode ser utilizado ©para revestir membranas

cirurgicas implantdveis (por exemplo, polipropileno
monofilamentar) ou redes (por exemplo, para utilizacdo na
reparacdo de hérnias). Os implantes mamdrios podem também ser

revestidos wutilizando o método acima, a fim de minimizar a
contractura capsular.

As composicbes da presente invencao também podem ser
utilizadas para revestimento de lenticulas, as gquais podem ser
feitas a partir de polimeros tanto de ocorréncia natural como

sintéticos.

Utilizacdo de Polimeros Sintéticos Reticulados para Tratar

Aneurismas

As composicdes de polimeros reticulados da invencdao podem
ser extrudidas ou moldadas na forma de um fio ou espiral e em
seguida desidratadas. O fio ou espiral desidratados resultantes
podem ser encaminhados através de um catéter para o local de uma
malformacdo vascular, como um aneurisma, para efeitos de ocluséao
vascular e, em ultima analise, reparacdo do defeito. O fio ou

espiral desidratados podem ser fornecidos num tamanho compacto e
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irdo rehidratar-se dentro do vaso sanguineo, intumescendo varias
vezes em tamanho por comparacgdo com o seu estado desidratado,

embora mantendo a sua forma original.

Qutras Utilizacgdes dos Polimeros Sintéticos Reticulados

Como discutido no Pedido de Patente de propriedade comum da
Requerente N° de Série 08/574,050, depositada em 18 de Dezembro
de 1995, que é aqui incorporada por referéncia, as composigdes de
polimero reticulado da invencdo podem ser utilizadas para
bloquear ou preencher varios lumenes e espacos vazios no corpo de
um mamifero. As composicdes também podem ser usadas como
bioselantes para selar fissuras ou fendas num tecido ou estrutura
(tal como um wvaso), ou Jjuncgdes entre tecidos ou estruturas
adjacentes, para prevenir o derrame de sangue ou de outros
fluidos bioldgicos.

As composicdes de polimeros reticulados também podem ser
usadas como um dispositivo de preenchimento de um grande espago
qgqundo se pretende o deslocamento de um &rgdo numa cavidade do
corpo durante procedimentos cirtrgicos ou de radiacgdo, por
exemplo, para proteger os intestinos durante um curso de radiacgao
prevista para a pélvis.

As composicdes de polimeros reticulados da invencdo podem
também ser usadas para revestir a superficie interior de um lumen
fisioldgico, como por exemplo um vaso sanguineo ou uma trompa de
Faldépio, servindo assim como selante para prevenir a re-—-estenose
do limen apds tratamento médico, tal como, por exemplo,
cateterismo com baldo para remover os depdsitos de placa arterial
provenientes da superficie interior de um vaso sanguineo, ou a
remogcao de tecido de cicatriz ou tecido endometrial do interior

de uma trompa de Faldépio. Uma camada fina da mistura de reaccao é
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preferencialmente aplicada na superficie interior do wvaso (por
exemplo, por meio de catéter), imediatamente apds a mistura dos
primeiro e segundo polimeros sintéticos. Porque as composicgdes da
invengdo ndo sdo facilmente degraddveis in vivo, o potencial de
re—estenose devido a degradacdo do revestimento é minimizado. A
utilizacdo de composicdes de polimeros reticulados com uma carga

total neutra minimiza ainda mais o potencial de re-—-estenose.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sao apresentados de modo a
proporcionar aos técnicos de pericia média neste campo uma
divulgacdo e uma descricdo completa de como produzir as formas de
realizacado preferidas dos conjugados, composicdes e dispositivos.
Foram feitos esforcos para garantir a exactiddo em relacdao aos
numeros utilizados (p.ex., quantidades, temperatura, peso
molecular, etc.), mas deverd ter-se em conta a possibilidade de
existirem alguns erros experimentais e desvios. Salvo indicacéao
em contrdrio, as partes sdao partes em peso, peso molecular é o
peso molecular médio ponderado, a temperatura ¢é em graus

centigrados e a pressao é a atmosférica ou prdéxima desta.

Exemplo 1 (Exemplo de Referéncia)

(Preparagcdo de Composigdes Reticuladas de PEG Multi-amino)

0,15 gramas de PEG di-amino (PM 3400, obtido a partir da
Shearwater Polymers, Huntsville, AL) em 250 pl de &gua foram
misturados com 0,1 g de SC-PEG trifuncionalmente activado (PM
5000, também obtido a partir de Shearwater Polymers) utilizando

uma mistura seringa-a-seringa. A mistura de reaccdo foi extrudida
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sobre uma placa de Petri e formou um gel suave a temperatura
ambiente.

Misturou-se 0,15 gramas de PEG di-amino em 250 pl de A&gua
com 0,1 g de SE-PEG tetrafuncionalmente activado (também da
Shearwater Polymers), utilizando uma mistura seringa-a-seringa. A
mistura reaccional foi extrudida sobre uma placa de Petri e

formou um gel suave a temperatura ambiente.

Exemplo 2 (Exemplo de Referéncia)

(Preparagcdo de Composigdes Reticuladas de PEG Multi-amino)

Foram preparadas as seguintes solugdes de stock de varios
PEGs di-amino:

Dissolveu—-se dez (10) gramas de Jeffamine ED-2001 (obtida da
Texaco Chemical Company, Houston, TX) em 9 ml de Aagua.

Dissolveu-se dez (10) gramas de Jeffamine ED-4000 (também
obtida da Texaco Chemical Company) em 9 ml de &gua.

Dissolveu-se 0,1 gramas de PEG di-amino (PM 3400, obtido a
partir de Shearwater Polymers, Huntsville, AL) em 300 mL de &gua.

Cada uma das trés solugdes de PEG di—-amino acima preparadas
foi misturada com solugdes aquosas de SC-PEG trifuncionalmente
activado (TSC-PEG, PM 5000, também obtido a partir da Shearwater

Polymers), conforme apresentado na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Preparacdo de Composicgdes de Polimero Reticulado

EPEG di-amino §TSC—PEG + Solvente Aquoso

mg + 50 pl de Agua

50 nl 110 mg + 50 pl de PBS

150 pl 110 mg + 100 pl PBS
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EPEG di-amino ETSC—PEG + Solvente Aquoso

1250 ul 150 mg + 500 pl de PBS

T R R R R e

As solugdes de PEG di-amino e TSC-PEG foram misturadas
utilizando uma mistura seringa—-a-seringa. Cada um dos materiais
foi extrudido da seringa e deixado a consolidar durante 1 hora a
37°C. Cada um dos materiais formou um gel. Em geral, os geles
tornaram—-se mais macios com o aumento do teor de 4dgua; os geles
contendo a menor quantidade de solvente aquoso (dgua ou PBS) eram

os mais firmes.
Exemplo 3 (Exemplo de Referéncia)

(Caracterizagdo das Composigdes Reticuladas de PEG multi-amino)

Cinguenta (50) miligramas de PEG tetra—-amino (10.000 PM,
obtido da Shearwater Polymers, Huntsville, AL) em 0,5 ml de PBS
foram misturados, utilizando uma mistura seringa—-a-seringa, com
50 mg de SE-PEG tetrafuncionalmente activado ("tetra SE-PEG", PM
10.000, também obtido a partir da Shearwater Polymers) em 0,5 ml
de PBS ou SC-PEG trifuncionalmente activado ("tri SC-PEG", PM
5000, também obtido a partir da Shearwater Polymers), em 0,5 ml
de PBS.

Seringas contendo cada uma das duas misturas foram incubadas
a 37°C durante aproximadamente 16 horas. Ambas as composicdes
formaram geles eldsticos. Os geles foram empurrados para fora das
seringas e cortados em discos com 5-6 mm de espessura e um
diémetro de 5 mm, para utilizacdo em ensaios de compressdo e
capacidade de intumescimento, como descrito abaixo.

Mediu-se a forca de compressdo versus o deslocamento para os

dois geles usando o Instron Universal Tester, Modelo 4202, a uma
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taxa de compressdao de 2 mm por minuto, utilizando discos dos dois
geles preparados conforme descrito acima. As Figuras 1 e 2
apresentam a forca de compressao (em Newtons) versus o)
deslocamento do gel (em milimetros) para os geles preparados
usando tetra SE-PEG e tri SC-PEG, respectivamente.

Sob forcas de compressdo tao elevadas como 30 - 35 Newtons,
os geles ndo guebraram, mas mantiveram-se eldsticos.

Os discos de cada um dos dois geles, preparados como acima
descrito, foram pesados e as dimensdes (didmetro e comprimento)
medidas. Os discos foram entdo imersos em PBS e incubados a 37°C.
Apds trés dias de incubacao, os discos foram retirados do PBS,
pesados e medidos. Os resultados dos testes da capacidade de

intumescimento sao apresentados na Tabela 2, abaixo.

Tabela 2. Teste da Capacidade de Intumescimento da Composicao

Reticulada de PEG Multi-amino

Peso do Gel (em gramas) Dimensdes (em mm)
(didmetro/espessura)

e R
H } B

Agente de Antes do Depois do Antes do Depois do
reticulacgao Intumescimento { Intumescimento { Intumescimento { Intumescimento

\Tri SC-PEG 0,131 | 0,287 5,0/6,0 | 6,4/8,5

Como mostrado acima, os geles intumesceram duas a trés vezes
em peso, apresentando também um intumescimento médio de cerca de

50% no didmetro e na espessura.
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Exemglo 4

(Preparagdo de Composigdes Reticuladas de Poli(lisina))

Dez (10) miligramas de bromidrato de poli-L-lisina (PM 8000,

obtidos a partir de Peninsula Laboratories, Belmont, CA), em 0,1
ml de tampdo fosfato (0,2 M, pH=6,6), foram misturados com 10 mg
de SE-PEG tetrafuncionalmente activados (PM 10.000, obtidos a

partir de Shearwater Polymers, Huntsville, AL), em 0,1 ml de PBS.

A composicdo formou um gel macio quase imediatamente.

Exemplo 5 (Exemplo de Referéncia)

(Preparagdo e Teste Mecdnico de Composig¢des Reticuladas de PEG
multi-amino)

Os geles compreendendo PEG tetra—-amino (PM 10.000, obtido da
Shearwater Polymers, Huntsville, AL) e 1-4% (em peso) de SE-PEG
tetrafuncionalmente activado ("tetra SE-PEG", PM 10,000, também
obtido a partir da Shearwater Polymers) foram preparados
misturando o PEG tetra—-amino (a uma concentracdo de 25 mg/ml em
adgua) com o tetra SE-PEG (em PBS) numa placa de Petri. As
misturas de PEG tetra-amino/SE-PEG resultantes foram incubadas
durante 16 horas a 37°C.

A mistura contendo 1% de SE-PEG ndo forma um gel, devido a
baixa concentracdo de SE-PEG. A mistura contendo 2% de SE-PEG
formou um gel em algum momento durante o periodo de incubacido de
16 horas. As misturas contendo 3% e 4% de SE-PEG formaram geles
dentro de aproximadamente 4-6 minutos apds a mistura. O gel
contendo 2% de SE-PEG era facilmente extrudivel através de uma
agulha de calibre 30; o gel contendo 3% de SE-PEG pdde ser

extrudido através de uma agulha de calibre 27.
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Foi avaliado o efeito da temperatura elevada na formacdo do

gel. Geles compreendendo PEG tetra—-amino e 2,5% (em peso) de

tetra SE-PEG foram preparados e incubados a temperaturas de 37°C

e 40-50°C. Descobriu-se que a temperatura elevada tinha um efeito

significativo sobre o tempo de gelificacdo: a mistura de PEG

tetra—-amino/SE-PEG incubada a 37°C formou um gel dentro de

aproximadamente 20-25 minutos, enquanto as misturas incubadas a

40-50°C formaram geles dentro de aproximadamente 5 minutos. Ambos

0s geles foram extrudiveis através de uma agulha de calibre 27.

Foi avaliado o efeito do na formacido de gel. Geles

PH

compreendendo PEG tetra—amino e 2,5%

(em peso) de tetra SE-PEG

foram preparados como apresentado na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Efeito do pH na Formacdo de Geles das Formulacdes de
PEG Tetra—-amino /Tetra SE-PFG
§ pH de PEG pH de PH da mistura Tempo de Temp. de
. Tetra- Tetra SE- resultante Gelificacgao gelificacéao
amino PEG
10 4.1 6.9 10-15 minutos 45°C
10 7.0 7.2 <5 minutos 45°C

A capacidade de extrusao através de uma agulha de calibre 27

foi avaliada para os geles compreendendo PEG tetra-amino e 1-3%

(em peso)

seringas de 1 cc.

seringa,

utilizando o Instron Universal Tester,

dos testes de extrusao estdo apresentados na Tabela 4,

de tetra SE-PEG. Os

a uma taxa de 5
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geles

centimetros

foram contidos

por minuto,

Modelo 4202.

A forca necessaria para comprimir o émbolo da

foi

Os resultados

abaixo.

dentro de

medida



Tabela 4. Extrusdo de Geles de PEG Tetra-amino /Tetra SE-PEG

Através de uma Agulha de Calibre 27

?Concentragéo de SE-PEG (em peso) iForca de Extrusédo (N)
| 1,5-2% ; 10-11

2—2;5% | 52
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ éjg23gmwMMMMMMMMMMMMMMmmmwmmmmmmmggmmmmmmmmwmw

As forcas de extrusdo de 100 N ou menos sao consideradas
aceitdvels para a injeccdo manual sem o auxilio de um dispositivo
auxiliar para a seringa.

A resisténcia a traccdo (i.e., a elasticidade) de geles de 3
mm de espessura compreendendo PEG tetra—-amino e 2,5, 5 e 10% (em
peso) de tetra SE-PEG foi medida utilizando o Instron Universal
Tester, Modelo 4202. Os geles de diversos comprimentos iniciais
foram esticados a uma razdo de 10 milimetros por minuto. O
comprimento de cada gel, a deformacdo de ruptura (alteracdo no
comprimento como percentagem do comprimento inicial), e a forcga

de ruptura sao apresentados na Tabela 5, abaixo.

Tabela 5. Resisténcia a Traccdo de Geles de PEG Tetra-—-amino/

Tetra SE-PEG

E Conc.SE-PEG (% Comprimento Deformacdo de Forca de
| em peso) % inicial (cm) ruptura ruptura (N)
PMWWNMMIaMMMMMMWMMMMMMEfZ \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ I§§% \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ 67& \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
10 1.9 29% 0,5
10 2,5 78% 0,5
5 1.3 .lii% 0,2
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g Conc.SE-PEG (% Comprimento Deformacdo de Forca de
| em peso) § inicial (cm) ruptura ruptura (N)
5 T 1.3 99% | 0:5 \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ s 1.6 eas 1 o,2
- mwmwmwmi ..... 6 ..................... e o
““““““““““““““““““ 2,5 is T T e L
2,5 g 1.7 129% <0,1

Os geles contendo tetra SE-PEG a 5 e 10% duplicaram
aproximadamente de comprimento antes de quebrar. Os geles
contendo SE-PEG a 2,5% triplicaram aproximadamente de comprimento
antes de quebrar, mas foram consideravelmente mais fracos (i.e.,
a forca de ruptura foi menor) do que o0s geles mais altamente

reticulados.

Exemplo 6 (Exemplo de Referéncia)

(Efeito do pH na Formagado de Geles das Formulagdes de PEG Tetra-
amino/Tetra SE-PEG)

Prepararam-se geles compreendendo varias concentracdes de
PEG tetra—-amino e tetra SE-PEG, a pH 6, 7 e 8, em placas de
Petri. Apds a mistura de PEG tetra-amino e tetra SE-PEG, as
placas foram repetidamente osciladas; o tempo de gelificacao foi
considerado o ponto em que a formulacdo deixou de fluir. O efeito
do pH no tempo de gelificacdo das diferentes formulacgdes de PEG
tetra-amino/ tetra SE-PEG a temperatura ambiente é apresentado na

Tabela 6, abaixo.
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Tabela 6. Efeito do pH sobre a Formacdo de Gel das Formulacdes de

PEG Tetra-amino/Tetra SE-PEG

E Conc. PEG Tetra-amino : Conc. Tetra SE-PEG ipH Tempo de
| (mg/ml) (mg/ml) Gelificacao
20 20 6 >90,0 min
20 : 20 7 20,0 min
20 20 8 1,4 min
.......... o o : 24T6Waigwwmww
NIRRT 5 O \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ 50\ % \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ 3 »,Smln \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
50 50 8 10,0 seg
100 100 6 9,0 min
eessseemeessseonies 100 ............... 100 vvvvv - S 47,Q'éeg" oo
s —— IBB \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ : \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ IBS \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ é \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ ISTB \\\\\ ;gg \\\\\\\\\\\\\\\\\\\
200 ; 200 6 2,0 min
200 : 200 7 9,0 seg
200 “>“, 200 8 5,0 seg

O tempo necessario para a formacdo do gel diminuiu com o
aumento do pH e o aumento das concentragdes de PEG tetra—-amino e

tetra SE-PEG.
Exemplo 7 (Exemplo de Referéncia)
(Cultura de Células na Matriz Reticulada de PEG Multi-amino)

Trinta (30) miligramas de PEG tetra-amino (PM 10.000, obtido

a partir da Shearwater Polymers, Huntsville, AL) foram
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dissolvidos em 0,6 ml de PBS e depois filtrados em esterilidade.
Trinta (30) miligramas de SE-PEG tetrafuncionalmente activado
("tetra SE-PEG", 10,000 PM, também obtido a partir de Shearwater
Polymers) foram dissolvidos em 0,6 ml de PBS e depois filtrados
em esterilidade.

As solugbes de PEG tetra—-amino e tetra SE-PEG foram
misturadas com um pellet contendo células de fibroblastos da pele
humana ("HSF"), (CRL #1885, passagem 4, obtidos da American
Tissue Type Culture Collection, Rockville, MD). Distribuiram-se
duzentos e cinquenta (250) microlitros da solucgdo resultante de
PEG tetra-amino/tetra SE-PEG (PEG-PEG) contendo as células por
cada um de dois pocgos de uma placa de cultura de 48 pogos e
deixou-se a gelificar durante cerca de 5 minutos a temperatura
ambiente. Um (1) mililitro de Meio Eagle Modificado por Dulbecco
(suplementado com 10% de soro Dbovino fetal, L-glutamina,
penicilina-estreptomicina e aminodcidos nédo essenciais) foi
adicionado a cada um dos dois pocgos. A concentracdao de células
era de aproximadamente 3 x 10° células por mililitro de solucéo
de PEG tetra-amino/tetra SE-PEG, ou 7,5 x 10° células por pogo.

Para preparar um controlo, um pellet de células HSF foi
suspenso em 1,2 ml de meio completo. Duzentos e cinguenta (250)
microlitros da mistura de controlo foram dispensados para cada um
de trés pogcos na mesma placa de cultura de 48 pogos, como
utilizado acima. Estimou-se que cada pog¢o continha cerca de 7,5 x
10° células. A cada poco foi acrescentado meio fresco todos os
dias.

Inicialmente, os geles de PEG tetra-amino/tetra SE-PEG
contendo células eram claros e as células foram consideradas
densamente povoadas e morfologicamente esferoidais, o que indica

que houve pouca adesdo entre as células e o gel PEG/PEG (as
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células normalmente assumem uma morfologia achatada, fusiforme
quando aderem a um substrato, tal como ao plastico tratado das
placas de cultura de tecidos). Depois de trés (3) dias de
incubacdo a 37°C, descobriu-se gque o0s meios nos pogos contendo os
geles de PEG/PEG apresentavam uma cor mais clara (o Meio Eagle
Modificado por Dulbecco € normalmente de cor vermelha), indicando
uma mudanca de pH nos meios. Isto indicou que as células estavam
vivas e a alimentar-se. Aos 7 dias de incubacdo a 37°C, as
células eram ainda esferoidais na morfologia (indicando a
auséncia de aderéncia ao gel) e os meios tinham clareado ainda
mais, o que 1indica que as células eram ainda vidveis e
continuavam a alimentar-se.

Ao dia 7, o conteudo de cada poco foi colocado numa solucao
de formalina a 10% para avaliacdo histoldgica. De acordo com a
avaliacdo histoldgica, uma percentagem estimada de 75% das
células nos pocos contendo os geles de PEG/PEG pareciam estar
vivas, mas nao pareciam estar a reproduzir-se.

Os resultados desta experiéncia indicam que as células HSF
sdo viadveis nos geles reticulados de PEG tetra—-amino/tetra SE-
PEG, mas ndo pareceram aderir ao gel e ndo pareceram reproduzir-
se enquanto retidas no interior da matriz de gel. Como descrito
acima, a aderéncia ou a ndo aderéncia das células a um material
de substrato pode influenciar a morfologia das células. Em certos
tipos de células, a morfologia celular pode, por sua vez,
influenciar determinadas fungdes celulares. Portanto, a nao
aderéncia das células a matriz de gel PEG-PEG pode ser uma
vantagem na distribuicdo de tipos celulares particulares cuja
funcdo é influenciada pela morfologia celular. Por exemplo, a
capacidade das células de cartilagem para produzir materiais da

matriz extracelular ¢é influenciada pela morfologia celular:
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quando as células estdo na configuracdo achatada, fusiforme, as
células estdo em modo reprodutivo; gquando as células estdao na
configuracdo esferoidal, a reproducdo pdra e as células comecam a
produzir componentes da matriz extracelular.

Uma vez que 0s geles PEG-PEG ndo sao prontamente degradados
in vivo, o0s geles podem ser particularmente Uteis em aplicacdes
de administracdo de células em que é desejdvel que as células
permanecam aprisionadas dentro da matriz por periocdos de tempo

prolongados.

Lisboa, 10 de Julho de 2013
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REIVINDICACOES

1. Uma composicao compreendendo um polimero multi-
nucleofilico que compreende dois ou mais grupos amino primdrios e
um polimero multi-electrofilico compreendendo dois ou mais grupos
succinimidilo, caracterizada por o polimero multi-nucleofilico e
o polimero multi-electrofilico reagirem covalentemente para
formar wuma estrutura reticulada tridimensional, e em gque O
polimero multi-nucleofilico é uma polilisina, e em que o polimero
multi-nucleofilico contém, pelo menos, trés grupos nucleofilicos
e o0 polimero multi-electrofilico contém, pelo menos, trés grupos
electrofilicos.

2. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por a poli(lisina) compreender entre 6 e 4000
grupos amino primdrios.

3. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.2,
caracterizada por a polilisina ter um peso molecular no intervalo
de 1.000 a 300.000.

4. A composicdo, de acordo <com a reivindicagdao N°.2,
caracterizada por a polilisina ter um peso molecular no intervalo
de 5.000 a 100.000.

5. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.2,
caracterizada por a polilisina ter um peso molecular no intervalo
de 8.000 a 15.000.

6. A composicdo, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por o polimero multi-electrofilico ser um polimero
hidrofilico.

7. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.6,
caracterizada por o polimero hidrofilico ser um polietilenoglicol

(PEG) activado.



8. A composicdo, de acordo com a reivindicacdo N°.7,
caracterizado por o PEG activado ser o PEG-glutarato de
succinimidilo (SG-PEG).

9. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.7,
caracterizada por o PEG activado ser o PEG-propionato de
succinimidilo (SE-PEG).

10. A composicdo, de acordo com a reivindicacdo N°.7,
caracterizada por o PEG activado ser o PEG-
succinimidilsuccinamida (SSA-PEG) .

11. A composicgao, de acordo com a reivindicagdo N°.7,
caracterizada por o PEG activado ser o DPEG-carbonato de
succinimidilo (SC-PEG).

12. A composicdo, de acordo <com a reivindicacgcdo N°.7,
caracterizada por o PEG activado ser um polimero ramificado em
estrela.

13. As composicdes, de acordo com as reivindicagdes N°.7,
N°.8 e N°.9, caracterizadas por o PEG activado estar numa forma
trifuncionalmente activada.

14. As composicdes, de acordo com reivindicagdes N°.7-N°.11,
caracterizadas por o PEG activado estar numa forma
tetrafuncionalmente activada.

15. A composicdo, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por compreender ainda um agente de imagiologia.

16. A composicdo, de acordo com a reivindicagdo N°.15,
caracterizada por o agente de imagiologia ser seleccionado a
partir do grupo constituido por sulfato de bdrio ou sulfato de
iodo, para visualizacdo apds a administracdo a um paciente por
meio de raios-X.

17. A composicdo, de acordo com a reivindicagdo ©N°.15,

caracterizada por o agente de imagiologia ser o fluor, para



visualizacdo apds a administracdo a um paciente através de F-

MRT.

18. A composicdo, de acordo <com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por compreender ainda uma proteina ou
polissacarido.

19. A composicgdo, de acordo com a reivindicagdao ©N°.18,
caracterizada por a proteina ser um colagénio.

20. A composigdo, de acordo com a reivindicacdo N°.19,
caracterizada por o colagénio ser um colagénio intacto nao-
fibrilar.

21. A composicdo, de acordo com a reivindicagdo N°.20,
caracterizada por o colagénio ser um colagénio guimicamente
modificado nao fibrilar.

22, A composigdo, de acordo com a reivindicacdo N°.20,
caracterizada por o colagénio ser escolhido a partir de colagénio
metilado e colagénio succinilado.

23. A composicao, de acordo com a reivindicacgdo N°.18,
caracterizada por a proteina ser seleccionada a partir de
albumina, fibrina ou fibrinogénio.

24, A composicdo, de acordo com a reivindicagdo N°.18,
caracterizada por o polissacdrido ser um glicosaminoglicano.

25. A composicdo, de acordo com a reivindicagdo N°.20,
caracterizada por o glicosaminoglicano ser derivatizado para
conter grupos amino primdrios disponiveis para reacgcdao com grupos
electrofilicos.

26. A composicao, de acordo com a reivindicacgdo N°.21,
caracterizada por o glicosaminoglicano ser derivatizado por
desacilacao, dessulfatacao, ou ambos.

27. A composicdo, de acordo com a reivindicagdo N°.22,

caracterizada por o glicosaminoglicano ser seleccionado a partir



do grupo que <consiste em 4cido hialurdnico, sulfato de
condroitina A, sulfato de condroitina B (sulfato de dermatano),
sulfato de condroitina C, quitina, sulfato de queratano,
queratossulfato e heparina.

28. A composicao, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por compreender, adicionalmente, um agente
biologicamente activo.

29. A composigdo, de acordo com a reivindicacdo N°.28,
caracterizada por o agente biologicamente activo ser seleccionado
a partir do grupo <consistindo em enzimas, agonistas ou
antagonistas de receptores, hormonas, factores de crescimento,
medula &ssea autdloga, antibidticos, agentes antimicrobianos,
anticorpos, células, genes, e combinacdes ou misturas de dois ou
mais agentes activos.

30. Utilizacdo da composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes N°.1-N°.14, caracterizada por ser utilizada no
fabrico de um fio ou espiral desidratados para libertacao através
de catéter para um local de malformacdo vascular.

31. A wutilizagdo, de acordo com a reivindicagdao N°.30,

caracterizada por a malformacdo vascular ser um aneurisma.

Lisboa, 10 de Julho de 2013
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Compressio de disco de Smm (Smm de didmetro) a 2mm/min

Forc¢a (N}
T
25 4
20 ¢

15 4

10

0.5

Deslocamento (mm}

-
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Compressao de disco de Smm:(3mm de difimetro) a. 2mm/min

|
For¢a ()
35 £y

30+

20 4

15 o

Beslocamento (mm)

Fig. 2
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Diamina

H,NCHCH,-{OCH,CH),-NH,

l

CHI. CH}

Fig. 3a

Triamina

(OCHCI,-NH,

CH,
(OCH,CH),-NH,

' KOCH,fH),-NH;

CH,

Fig 3b
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SG-PEG: PEG- Glutarato de Succinimidilo Tetrafuncionalniente Activado

{COCH;)N-0-CO-CH)y COO-(CHCH Y- Ol CHy-O-(CH,CH 0}, C0-{CH,)-CO-0-N(COTH,),
3, £
CH CHC-CH-O-CHpCOH,CH,
i 5 ;
(COTH 3, N-0-COCCH;)- CO-O4CHCI,0Y,-01, CHO-{CH,CH, 0, - COHCH,)-CO-0-NICOCH 34

|
¥ PEG Multi-gining
b

"MPEGHN-COCHy ) CO-OEHCH,D)-CHy ChO-(CH,CHONCO(CH)-CONU-PEG A
X /
CUECHACOI:0-08,8-CH,C,
4 N
A" PEG-HN-COUCHD,-CO-0-CH,CH,0),-CHy CHO(CH,CH,0),: COCH),CO-NH-PEG A

Fig. 4
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SE-PEG, m=3: PEG-Butilatoe de Succinimidilo (Ligacio Eter) Tetrafuncionalmente: Activado

(COCH,)N-0-CO(CH,),-0-{CH,CH,0),:CH, CHEO-{CH,CHIO)-CH) CO-CoNICOCH,),
CHyCHpCoCHO-CH, G- CHL O
4 A

(CQCH,LN.O-CONCH,)-0-CH,CH,0,-CH, CHEOLCH CH O3 (CH),-CO-D-NECOCH, ),

& PEG Multi-smine

o
R PEG~HN-CQ-{CH:)I-D.(C§ ;DCHIQ)(CH; CHJ‘O‘(CH_;CH;U}; (CHY-CONHLPEGHAS
X 7
CHyCHy-C-CH QOB CUH,CH,
# Y

TPEG-HN-CO(CHI-OACHTH,0, O, CHO(CH,CH, 03, 4CH,) CONN-PEG S~

Fig. 5
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SE-PEG, m=2 PEG-Buitilato de Succinimidilo (Liga¢io Etgr) Tetrafuncionalmente Activado

{COUH)N-O-COLCH Y O-(CHCHO)-CH, CHO-(CH,CH,O)ACH,)-CO-O-N(ICOCH,),
S ‘
CHpCHAC-CH,-0-CHy C-CH,EH;,
¢ X
(COCH;1N-D-CO{CH, ) 0-(CH,CH;01,-CHy CRAOCHTH0)ACH), CO-O-NCOTH ),

+ PEG Multi-aniino

v 4
AAAPEG-HMN-CO-(CH, O CHCHON - CH, CHyO-(CH,CHL0)-(CH) - CO-NH-PEG A A4
\ 7
CHy-CR,-C-CHyO-CH - C-CH,CH
/ X
A A2 PEG-HN-CO-(CHy)-O-(CH,CH,00,-CHy CHpO(CHCHL0),(CH,),CO-NH-PEG +*

Fig. 6
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SE-PEG, m=1 PEG-Acetato de Succinimidilo (Ligacio Eter) Tetrafuncionalmente Activado

{COCH ) NOCOCH,-0«(CH,CH),-CH; CHAG-(CH,CH,0),-CH-COONCOCTH,),
3 ’
ClH-CH-C-CH,-0-CH,-C-CH,CH,
¢ N _
(LCOCH)NO0-CO-CH,-O-(CH,CH,0),-CH, CHyO-{CH,CH,0),-CH,-CO-0-N(COCH,),

+ PEG Multi-aming

$
~ASPEG-HN-CO-CH;-04CH,CH;0),:CH; CH-O-(CH,CH,0),-CHy- CO-NH-FEG~*»
5 f
CHyCHyC-CHp-0-CHy-C-CRCH,
£ \
ARAPEGHINCOCH,-OCH,CH)CH, CH-DICH,C11,0),-CH,CO-NHPEG»~

Fig. 7
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S8A-PEG, m=2: PEG Succinimidil-Succinamida Tetrafuncionalmente Activado

(COCH;NOCOLCH, )-CO-NH-O-{CHCH{D},-CH, CH,-0-(CH,CH,0),- NH-CO-CH,),-CO-O-R(COCH,),
) /
CH;-CHyC-CHe0-CHp C-CHCH,
¥ \ ,
{COCH}N-0-CO-(CH,),-CONH-OACH,CH,0),-CH, CHO-CH{CH 03, NH:CO-(CH,) CO-0-NICOCH)),

+ PEG Multi<gmino

¥
SAAPEGHN-CO-(CH )y CO-NH-O{CHCH,0),-CH, CHy-0-{CH,CHL0),-NH-COLCH ), CO-NHPEG A~
A !
CHy-CH,-C-EH0-CH- C-CHLCT
’ 3
A PEGHN-CO-{CI), CO-NH-O-(CH,CHO),-CH, CHAOACH,CH 03 - NH-COHCH ), CO-NH-PEG A2

Fig. 8
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SC-PEG, m=0: PEG-Carbonato de Succinimidilo Tetrafuncionalmente Activado

{COCH JN-0-CO-0-(CH,CH;0),- CHy CHy-O{CH,CH,03,-CO-0-NCOCH:),

hY ’ i
CH CH,-C-CH 0-CH,-C-CHCH,
/ \

-(COEIiQ;NvGACO-Oﬂ(CH,CR;O)«-CH, CH;{],‘(CHQCH:O),;*CO*O-N{CGCH,})

+ PEG Multi-amino

+
S ARPEGHN-CO-OHCH,CH,0},-CHy CH,OEHICH,0),-CO-NH-PEG "
X 3
CH - CHC-CHFO-CHyC-CHEH,
¥ X

AP EG-HN-CO-D-CHCH,00,:CH, CHp O-(CH,CH0),-CO-NH-PEG

Fig. 9
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A-PEG: PEG-propionAldeido Tetrafuncionalmente Activado

CHOLCHCH,-O-(CHCH,0),-CH, CHOH{CH,CH,0),-CH,CHy-CHO
% /
CHyCH - C-CH0-CHC-CH,CH;
! \
CHO-CH, CH,- O-(CH,CH0)-CH, CHO-(CH;CIL0)-CHy CHCHO
+ PEG Mulli-aming i
G .
ARAPLNIECH, < CHy CH,-04CH,CH, 0, - CH, CH,y-O-{CH,CH;0),-CH, CH,-CHpCONH-PEG ~»
5 /
CHy-CHyC-CHp O-CH-C-CH,CH,
7 x
AsA PEGNHECH; -CH; CHpO(CH,CH,O),-CH, CH-O-(CH,CH,0),-CH, CH-CH,- CO-NH-PEG ™"

Fig.:10
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E-PEG: PEG-GlicidilEter Tetrafuncionalmente Activado

CH-0-CH-CH, -0-(CH,CH,0),-CH, CH,-CH(CH,CH,0), CHy-CH-0-CH,
\ /
Cl-!rCH‘;-CCJCHyO-CH +C-CH,CH,
/ \
CHyOXCH-CH, -0 CHLCH,0),-CH, CHy O-CHCH0),-CH, CH-O-CHy

+ PEG Multi-aming

¥
SSAPEG-NH-CH, {OH)CH-CH,-O{CHCH,0),-CH, CHpOHCH CH0)CHy - CHIOH) CH - RE-PEG Aas
5\ #
CHyCHy-C-CH-0-CH,-C-CH;CH,
/ A
A PEG-NH-CH, (OH)CH-CH,-O-{CH,CH,0),-CH; CHO-{CH CH;0) - CHy ~CHIOH) CH,-NH-PEG A+

Fig. 11
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I-PEG: PEG-Isocianato Tetrafuncionalmente Activado

O=C=N-CH, CH0-{CH,CH,0), CHy CHy O{CHCH, Q) CH, CHeN=C=0
5 2
CHpCHCCHz 04CH C-CH,CH,
/ N
D=CsN-CH; CHO{(CH,CH,0),-CHy CHy-O-{CH,CH,0), CH, TRy N=C=0'
+ PEG Multi-amino .
&
AAPEG-NH-CO-NHCHy-O(CH,CILO), CHy CHpO-(CH,CH0,-CHy - NH-CO-NH-TEG ~~
s #
CHy-CHp C:CHeO-CH-CCH .CH;,
/ ‘ 3
AAAPEGNE-CO-NH-CHO-(CH,CH,0),CH, CHy-O-(CH CH,0),-CH, NH-CO-NH-PEG

Fig. 12
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¥-PEG: PEG-Vinilsulfona Tetrafuncionalmente Activado

CH=CHS0;0-CRCH,01,-CH, CH, O-CH,CH;0),-50,-CHSCH,
\ y
CHyCHpC-CH0-CH,-C-CHLCH,
’ 3
CH,=CH-50,-0-(CH,CH,0),-CH; CH,O:CH,CH,0),-50,-CH=CH,

+ PEG Malti-amino

¥
AAAPEG-NHCH,CH 500 CHyCH,0),-CH, CH,0-0CH,CH,0), -S0,-CH,CH,-NH-PEG A~
. \ ! ;
CHy-CHy C-CHy 0-CH,-C-CH,CH, '
/ \
P SPRG-NH-CH,CH,-S 01‘D~(CH;CH ,03,-{: “t CH0-04CH,CH,0Y, SO-CH,CH,-NIL-FEG A2

Fig. 13
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Suberato de Disuccinimidilo (DSS)
0 Q

N-0-CO-CHy-CHy-CHy-CHy-CHy-CHy-CO-0-N

RN e

PEG-NH, PEG-NH,

PEG-HN-CO-CHy-CH,-CH,-GH,-CH,-CH,-CO-NH-PEG

Fig. 14
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DitioFbis( succinimidilpropionato) (DSP)

5 T

PEG-HN-CO-CH,-CH,-S-8-CHy-CH,-CO-NH-PEG

Fig. 15
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Suberato de Bis(sulfosuccinimidilo) :(BSQ)
NaO;s, 0 Q  so,
Naﬁas\ v _ - /503N€i
N"Q'-CO-CH.rcHg*cHg};CH‘Q*CHfCHE*CQ*Q“N

,},__

PEG-HN-CO-CH,-CHy-CH,-CHyp-CHp-CHy-CO-NH-PEG

Fig. 16
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Bis(2-succinimidooxicarboniloxi)etilsulfona (BSOCOES)

O Q,

N-0-0-CO-CHy-CHy-80;-CHy-CHp-0-CO-0-N,

© AN A
PEG-NH, PEG-NHy

PEG-HN-CO-0-CH,-CH,-S0,-CHy-CH,-0-CO-NH-PEG

Fig. 17
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3,3'-Ditio-bis(sulfosuccinimidilpropionato) (DTSSP)

NaOss, 0O QA /SOsNa

N-0-CO-CHy-CH-8-8-CHp-CHp-CO-0-N

O N\ — o
PEG-NH, PEG-NH,

PEG-HN-CO-CHy-CH,-5-5-CH,-CH,-CO-NH-PEG

Fig. 18
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