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DESCRIPCION
Matrices poli-4-hidroxibutirato para una administraciéon prolongada de medicamentos.
Antecedentes de lainvencion

[0001] La presente invencion se refiere en general a sistemas de administracion de farmacos, derivados de poli-4-
hidroxibutirato.

[0002] El uso de polimeros biodegradables para hacer sistemas de administracion de farmacos esta bien establecido. Por
ejemplo, Takeda Pharmaceuticals ha desarrollado una formulaciéon basada en polilactida-co-glicolida para la administracion
de LHRH (hormona luteinizante- hormona liberadora) que puede ser administrada mensualmente y proporcionar un nivel
terapéutico prolongado de LHRH para el tratamiento de cancer de préstata; Guilford Pharmaceuticals ha desarrollado una
formulacion del farmaco quimioterapéutico contra el cancer, carmustina (BCNU), vendido bajo el nombre comercial de
GLIADEL™, que esta basado en un polimero polianhidrido degradable. Otra compaiiia, Atrix Laboratories ha desarrollado
un sistema llamado ATRIDOX™ basado en una polilactida degradable (PLA) para el suministro del antibiético doxiciclina
para la terapia periodontal. A pesar de esta evolucion positiva todavia existe una necesidad de desarrollar sistemas de
suministro de medicamentos nuevos y mejorados. Los dispositivos basados en la PLA, por ejemplo, se ha informado que
causan inflamacioén localizada (véase la patente US N ° 6.214.387 de Berde y Langer. Berde, et al. (Abstracts of Scientific
Papers, 1990 Annual Meeting, Amber. Soc. Anesthesiologists, 73:A776, September 1990) también han reportado
inconvenientes de ciertos sistemas de liberacién de farmacos polianhidridos degradables que incluyen rapida liberacion
inicial del farmaco, y respuestas inflamatorias al dispositivo o la formacion de una cépsula de material seroso o fibrina. Para
ciertas aplicaciones, tales como el tratamiento del dolor crénico o persistente, la anticoncepcion o administracién a largo
plazo de antibiéticos, factores de crecimiento o quimioterapéuticos, o la prevencién de la reestenosis tras la implantacion del
stent, seria ventajoso desarrollar sistemas que puedan administrar farmacos durante periodos prolongados de tiempo.
También seria deseable desarrollar sistemas que puedan cargarse con grandes cantidades de farmaco para proporcionar
liberacion prolongada y/o para permitir el uso de dispositivos mas pequefios, asi como sistemas que puedan suministrar
diferentes tipos de farmacos (por ejemplo, hidréfobos, hidréfilos, péptidos, proteinas, ADN y ARN) sin disminuir la actividad
(por ejemplo, resultante del despliegue de un péptido o proteina activa) del farmaco.

[0003] En consecuencia, es el objeto de esta invencion proporcionar un sistema mejorado biodegradable de liberacion
controlada que administre un farmaco por un periodo de tiempo prolongado.

[0004] Es un objeto adicional de esta invencion proporcionar un sistema mejorado biodegradable de liberacion controlada
que pueda cargarse con grandes cantidades de farmaco.

[0005] Es todavia otro objeto de esta invencion proporcionar métodos para la preparacion y la modulaciéon de la velocidad
de liberacion del farmaco desde el sistema de liberacion controlada.

Resumen de la invencion.

[0006] Se dan a conocer sistemas biodegradables de liberacién controlada que proporcionan liberaciéon prolongada
controlada de farmacos, y métodos para la fabricacion de los mismos. Los sistemas se han formado a partir de un polimero
biocompatible, biodegradable, en particular poli-4-hidroxibutirato (PHA440). Los farmacos se incorporan generalmente en el
polimero usando un método que produce una dispersion uniforme. El tipo de medicamento y la cantidad se seleccionan
basandose en las propiedades farmacéuticas conocidas de estos compuestos. Los sistemas se pueden administrar por
ejemplo por implantacion, inyeccién, administracion topica, o ingestion oral. También pueden ser utilizados en combinacion
con un dispositivo médico, por ejemplo, un stent. Una ventaja importante del sistema de administracion de farmacos es que
no necesita ser retirado después de su uso, ya que se degrada lentamente y se elimina a través del cuerpo del paciente. El
dispositivo tiene propiedades fisicas deseables, incluyendo la resistencia, el médulo y la elongacion.

Breve descripcién de los dibujos
[0007]

Las figuras 1A y 1B son las estructuras quimicas de poli-4-hidroxibutirato (PHA4400) y poli-3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato (PHA3444).

La Figura 2 es la descripcion de las rutas biosintéticas para la produccion de PHA4400 (P4HB). Las enzimas de la
ruta son:

1. Deshidrogenasa semialdehido succinico, 2. 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 3. Oxidorreductasa diol, 4.
Aldehido deshidrogenasa, y 5. Coenzima A transferasa y 6. PHA sintetasa.
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Las figuras 3A y 3B son graficos de la liberacién de tetraciclina de PHA4400: TC (2:1) varillas (37 ° C, PBS, 364,0
nm) (n = 4). Figura 3A, liberacién acumulada media (%)en funcion del tiempo, la figura 3B, liberacion acumulada
media (%)en funcion de la raiz cuadrada del tiempo.

Las figuras 4A y B son graficos de liberacion de tetraciclina (neutro) de PHA4400: TCN (2:1) varillas (37 ° C, PBS,
357,6 nm) (n = 4). Figura 4A, liberacion acumulada media (%) en funcion del tiempo; figura 4B, liberacion
acumulada media (%) frente a la liberacién en funcion de la raiz cuadrada del tiempo.

Las Figuras 5A y 5B son graficos de la liberacién de tetraciclina de PHA3444-34%: TC (2:1) varillas (37 ° C, PBS,
364,0 nm) (n = 4). La figura 5A muestra liberacion acumulada media (%) en funcién del tiempo, la figura 5B muestra
la liberacion acumulada media (%) en funcion de la raiz cuadrada.del tiempo.

Las figuras 6A y 6B son graficos de la liberacion de tetraciclina Neutra (TCN) de PHA3444-34%: TCN (2:1) varillas
(37 ° C, PBS, 364,0 nm) (n = 4). La figura 6A muestra la liberacién acumulada media (%) en funcién del tiempo, la
figura 6B muestra la liberacion acumulada media (%) en funcién de la raiz cuadrada del tiempo.

Descripcion detallada de la invencion

[0008] Se proporcionan sistemas biodegradables de suministro de farmacos para la liberacion controlada y prolongada de
farmacos. Estos sistemas pueden ser utilizados donde es necesario administrar una cantidad controlada de farmaco durante
un periodo prolongado, y/o para emplear un sistema que requiera una alta carga de farmaco.

|. Definiciones

[0009] Poli-4-hidroxibutirato significa un homopolimero que comprende unidades de 4-hidroxibutirato. Puede ser referido
como PHA4400 o P4HB. Copolimeros de poli-4-hidroxibutirato significan cualquier polimero que comprende 4-hidroxibutirato
con una o mas unidades diferentes de acido hidroxi, por ejemplo, poli-3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato (PH3444).

[0010] Biocompatible se refiere a materiales que no son toxicos, y no provocan respuestas inflamatorias graves o crénicas in
vivo. Todos los metabolitos de estos materiales también deben ser biocompatibles.

[0011] La biodegradacion significa que el polimero debe romperse o disolverse in vivo, preferiblemente en menos de dos
afios, y mas preferiblemente en menos de un afio. La biodegradacion se refiere a un proceso en un animal o humano. El
polimero puede romper por erosion superficial, erosién en masa, hidrélisis 0 una combinacion de estos mecanismos.

[0012] El término "microesferas" también incluye nanoesferas, microparticulas, y microcapsulas.
Il. Sistemas de suministro de farmaco
A. Polimeros

[0013] Poli-4-hidroxibutirato (PHA4400) es un termoplastico fuerte, flexible, que se produce por un proceso de fermentacién
(Véase la Patente US_N ° 6.548.569 de Williams et al.). A pesar de su ruta biosintética, la estructura del poliéster es
relativamente sencilla (Figura 1A). El polimero pertenece a una clase mas amplia de materiales llamados
polihidroxialcanoatos (PHA) que estan producidos por microorganismos numerosos (para revisiones, ver: Steinblchel, A.
(1991), Polyhydroxyalkanoic Acids en Biomaterials, (Byrom, D., ed.), Pp 123-213. Nueva York: Stockton Press; Steinbichel,
A.y Valentin, SE (1995) FEMS Microbiana. Lett. 128:219-228, y Doi, Y. (1990) Microbial Polyesters, Nueva York: VCH).

[0014] Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una clase de poliésteres naturales que son sintetizados por numerosos
organismos en respuesta al estrés ambiental. Para una revision, véase Byrom, 3 Miscellaneous Biomaterials, 2 en Byrom,
ed., Biomaterials Macmillan Publishers, Londres, 1991, pp 333-59; Hocking y Marchessault, 3Biopolyesters2 en Giriffin, ed.
Chemistry and Technology of Biodegradable Polymers, Chapman and Hall, London, 1994, pp.48-96; Holmes, 3Biologically
Produced (R)-3-hydroxyalkanoate Polymers and Copolymers2 en Bassett, ed., Developments in Crystalline Polymers,
Elsevier, Londres, vol. 2, 1988, pp 1-65; Lafferty et al, 3microbial Producction of Poly-B-hydroxybutiric Acid2. en Rehm &
Reed, eds., Biotechnology, Verlagsgesellschaft, Weinheim, vol. 66, 1988, pp 135-76; Miiller & Seebach, Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 32:477-502 (1993); Steinbichel, 3Polyhydroxyalkanoic Acids2 en Byrom, ed, Biomaterials,.MacMillan Publishers,
Londres, 1991, pp 123-213; Williams & Peoples, CHEMTECH, 26:38-44, (1996), y la reciente revision por parte de Madison
y Husiman, Microbiol. & Mol. Biol.Rev. 63:21-53 (1999).

[0015] Los biopolimeros PHA pueden dividirse ampliamente en tres grupos de acuerdo a la longitud de sus grupos
colgantes y sus respectivas rutas biosintéticas. Aquellos con grupos colgantes cortos, como polihidroxibutirato (PHB), un
homopolimero de unidades de R-3-acido hidroxibutirico (R-3HB), son materiales termoplasticos altamente cristalinos, y han
sido conocido como los mas largos (Lemoigne y Roukhelman, Annales des fermentations, 5:527-36 (1925)). Un segundo
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grupo de PHAs que contiene las unidades mas cortas de R 3HB polimerizadas al azar con unidades de grupo colgante
acido hidroxi mucho mas largas, fue primero citado en los afios setenta (Wallen y Rohwedder, Environ. Ciencia. Technol.,
8:576-79 (1974)). Una serie de microorganismos que especificamente producen copolimeros de R-3HB con estas unidades
colgantes mas largas del grupo acido hidroxi, son también conocidos y pertenecen a este segundo grupo (Steinblichel y
Wiese, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37:691-97 (1992)). En los afios ochenta, un grupo de investigacion en los Paises Bajos
identificé un tercer grupo de PHAs, que contenia predominantemente grupos colgantes acido hidroxi mas largos (De Smet,
et al., J. Bacteriol., 154:870-78 (1983)).

[0016] Los polimeros PHA pueden constituir hasta el 90% del peso seco de células de bacterias, y se encuentran como
granulos separados dentro de las células bacterianas. Estos granulos de PHA se acumulan en respuesta a la limitacion de
nutrientes y sirven como materiales de reserva de carbono y energia. Vias diferentes son utilizadas por los microorganismos
para producir cada grupo de estos polimeros. Una de estas vias que conducen a polihidroxialcanoatos de grupo colgante
corto, (SPGPHAs) implica tres enzimas, en concreto. tiolasa, reductasa y PHB sintasa (a veces denominada polimerasa).
Usando esta via, el homopolimero PHB se sintetiza por condensacion de dos moléculas de acetil-Coenzima A para dar
acetoacetil-Coenzima A, seguido por reduccién de este compuesto intermedio a R-3-hidroxibutiril-Coenzima A, y posterior
polimerizacion. La ultima enzima en esta via, a saber, la sintasa, tiene una especificidad de sustrato que puede acomodar
unidades monomeéricas C3-C5 incluyendo unidades R-4-hidroxi acido y R-5-hidroxi acido. Esta ruta biosintética se
encuentra, por ejemplo, en las bacterias Zoogloea ramigera y Alcaligenes eutrophus.

[0017] La ruta de biosintesis que se utiliza para hacer el tercer grupo de PHAs, a saber, los polihidroxialcanoatos de grupo
colgante largo (LPGPHAs), es aun desconocido en parte, sin embargo, actualmente se piensa que las unidades de
hidroxiacil monoméricas que conducen a los LPGPHAs se derivan por la B-oxidacion de acidos grasos y la via de acidos
grasos. Los sustratos de R-3-hidroxiacil-Coenzima que resultan de estas rutas son polimerizados después por PHA sintasas
(a veces denominadas polimerasas) que tienen especificidades de sustrato que favorecen las unidades monoméricas
mayores en el rango C6-C14. Los PHAs de grupo colgante largo se producen, por ejemplo, por bacterias Pseudomonads.

[0018] Presumiblemente, el segundo grupo de PHAs que contienen tanto unidades cortas R-3HB como mondmeros de
grupo colgante mas largo, utilizan las vias descritas anteriormente para proporcionar los monémeros de acido hidroxi. Estos
ultimos son entonces polimerizados por PHA sintasas capaces de aceptar estas unidades.

[0019] Hasta el momento, en total unos 100 tipos diferentes de hidroxi acidos han sido incorporados en PHAs por métodos
de fermentaciéon (Williams, et. al., Int. J. Biol.. Macromol., 25:111-21 (1999)). Notablemente, estos incluyen PHAs que
contienen grupos colgantes funcionalizados como grupos ésteres, enlaces dobles, alcoxi, aromaticos, halégenos e hidroxi.

[0020] A mediados de los afios 80, varios grupos de investigacion estuvieron identificando y aislando activamente los genes
y productos de genes responsables de la sintesis de PHA. Estos esfuerzos han conducido al desarrollo de sistemas
transgénicos para la produccion de PHAs tanto en microorganismos como en plantas, asi como métodos enzimaticos para
sintesis de PHA. Dichas rutas podrian aumentar mas la lista de tipos de PHA. Estos avances se han revisado en Williams &
Peoples, CHEMTECH, 26:38-44 (1996), Madison y Huisman, Microbio /. Mol. Biol. Rev., 63:21-53 (1999), y Williams &
Peoples, Chem. Ber. Fr. 33:29-32 (1997).

[0021] Ademas de utilizar rutas biolégicas para la sintesis de PHA, los polimeros de PHA también pueden derivarse por
sintesis quimica. Un método ampliamente utilizado implica la polimerizacién por apertura del anillo de monémeros de (-
lactona utilizando varios catalizadores o iniciadores como aluminoxanos, distannoxanes, o compuestos de alcoxi-zinc y
aluminio alcoxi-(ver Agostini, et al., Polym. Sci., Parte A-1, 9:2775-87 (1971); Gross, et al, Macromolecules, 21:2657-68
(1988);. Dubois, et al,.Macromoléculas, 26:4407-12 (1993); Le Borgne y Spassky, Polymer, 30:2312-19 (1989); Tanahashi y
Doi, Macromolecules, 24:5732-33 (1991); Hori, et al, Macromolecules, 26:4388-90 (1993); Kemnitzer, et al, Macromolecules,
26.:. 1221-1229 (1993); Hori, et al, Macromolecules, 26:5533-34 (1993);. Hoking y Marchessault, Polym. Bull, 30:163-70
(1993); Patentes US_Nos. 5.489.470 y 5.502.116 para Noda). Un segundo enfoque consiste en la polimerizacion por
condensacion de ésteres y se describe en la patente US N ° 5.563.239 para Hubbs, et al., y sus referencias. Los
investigadores también han desarrollado métodos quimio-enzimaticos para preparar PHAs. Xie et al., Macromolecules,
30:6997-98 (1997), por ejemplo, describe una polimerizaciéon de apertura de anillo de beta-butirolactona mediante lipasas
termdfilas para producir PHB.

[0022] Se conocen en la actualidad varias rutas biosintéticas para producir PHA4400, y éstas se muestran en la Figura 2.
(Se ha intentado la sintesis quimica de PHA4400, pero ha sido imposible producir el polimero con un peso molecular
suficientemente alto necesario para la mayoria de aplicaciones, véase Hori, et al (1995) Polimero 36:4703-4705).

[0023] Tepha, Inc. (Cambridge, MA) produce PHA4400 y PHA 3444 para el desarrollo de los usos médicos, y ha presentado
diferentes archivos GSD en la Food and Drug Administration (FDA) deEstados Unidos para PHA4400 y PHA3444. Métodos
para controlar el peso molecular de polimeros de PHA han sido descritos por la Patente US_N ° 5.811.272 a Snell et al., y
métodos para purificar polimeros de PHA para uso médico han sido descritos por la Patente US_N °© 6.245.537 a Williams et
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al. PHAs con tasas de degradacién in vivo de menos de un afio han sido descritos por la Patente US_N ° 6.548.569 a
Williams et al. y el documento PCT WO 99/32536 a Martin al.

[0024] EI uso de PHAs para producir una gama de dispositivos médicos ha sido revelado, por ejemplo, en la Patente US
No0.6.514.515 de Williams que describe andamios de ingenieria de tejidos, y en la Patente US_N ° 6.555.123 de Williams y
Martin que describe la reparacion, el aumento y la viscosuplementacién de tejido blando, PCT WO 01/15671 a Williams da a
conocer productos poliméricos desechables, y el documento PCT WO 01/19361 a Williams y Martin describe composiciones
PHA de profarmacos terapéuticos. Otras aplicaciones de PHAs han sido revisadas por Williams, SF y Martin, D.P. (2002)
Aplicaciones de PHAs en medicina y farmacia, en Biopolimeros: poliésteres, Il (Doi, Y. y Steinbuchel, A., Eds.) vol. 4, pp 91-
127. Weinheim: Wiley-VCH.

[0025] Varios informes han descrito la utilizacién de copolimeros de 4-hidroxibutirato con 3-hidroxibutirato (PHA3444) para
desarrollar sistemas de administracion de farmacos. Por ejemplo, Girsel, et al. (2001) Biomaterials 22:73-80, Korkusuz, et
al. (2001) J. Biomed. Mater. Res. 55:2117-228, y Turesin et al. (2001) J. Biomater. Sci. Polymer Edn. 12:195-207 han
descrito el uso de PHA3444 para desarrollar sistemas de liberacion controlada para el tratamiento de la osteomielitis. La
patente US_N ° 6.548.569 a Williams et al. da a conocer diferentes formas de PHA4400 (también conocidos como P4HB),
incluyendo muestras porosas moldeadas por compresion, fibras, espumas, mallas recubiertas, y microesferas.

[0026] Los polimeros de polyhidroxialcanoato deben ser biocompatibles y biodegradables. Los polimeros son tipicamente
preparados por fermentacion. Los polimeros preferidos son poli-4-hidroxibutirato. Ejemplos de estos polimeros se producen
por Tepha, Inc. de Cambridge, MA utilizando métodos transgénicos de fermentacion, y tienen un peso molecular promedio
en la region de 50.000 a 1.000.000.

B. Farmacos

[0027] EI farmaco usado en una formulacién de liberacién del farmaco en particular dependera del tratamiento especifico.
Los ejemplos describen antibidticos para el tratamiento o prevencién de la infeccidn, sin embargo, la utilidad de los
polimeros que se muestran aqui no se limita al uso de antibidticos. Otros farmacos que podrian ser potencialmente
utilizados en una formulacién de liberacion de farmaco de los polimeros descritos aqui, incluyen medicina para el
tratamiento de enfermedades, lesiones o dolor. El farmaco puede ser una proteina, péptido, polisacarido, molécula de acido
nucleico, o un compuesto organico natural o sintético. Estos incluyen, pero no estan limitados a, péptidos o proteinas
bioactivas, tales como factores de crecimiento, hormonas, y factores de unién celular, agentes anti-proliferativos,
antibiéticos, quimioterapéuticos, anestésicos, pequefias moléculas de farmacos, esteroides, enzimas, lipidos, antigenos,
anticuerpos, tensioactivos, vitaminas, agentes aromatizantes, moléculas radiactivas, edulcorantes, agentes nutricionales, y
fragancias.

[0028] El porcentaje de carga del farmaco dependera también del tratamiento especifico y la cinética de liberacion deseada.
Los polimeros son adecuados para cargas de farmaco hasta por lo menos el 33% (es decir, proporciones de polimero a
farmaco de 2:1). Cuando los polimeros de PHA que se describen aqui estan cargados con farmaco (2:1), las formulaciones
de liberacién de farmaco se mantuvieron de forma flexible y conservaron sus propiedades mecanicas. Mayores cargas, de
hasta 1:1 también se pueden utilizar y muestran buenas propiedades mecanicas. La cinética de liberacion deseada también
dependera del tratamiento especifico. En una realizaciéon deseada, el dispositivo se caracteriza por la liberaciéon del farmaco
lineal o de orden cero. En una realizacién mas preferente, el dispositivo no libera una rafaga del farmaco. El farmaco
tipicamente se libera durante un periodo de al menos 21 dias, al menos un mes, por lo menos tres meses, o al menos seis
meses. En general se prefiere una liberacion lineal del farmaco. La longitud de tiempo para la liberacion del farmaco puede
controlarse mediante la seleccion del farmaco, variando la carga de farmaco y la forma y la configuracion del dispositivo de
liberacion del farmaco. Los ejemplos muestran la liberacion casi lineal de los farmacos antibiéticos durante un periodo de 18
dias. Se espera que el periodo de liberacién se extendera mas alla de este periodo de tiempo y se puede variar la
configuracién del dispositivo.

I1l. Método de fabricacion

[0029] Los sistemas de administracion de farmacos se fabrican preferentemente por un método que dispersa uniformemente
el farmaco por el dispositivo, tales como moldeo con disolvente, secado por pulverizacion y extrusién en estado fundido.
También pueden, sin embargo, ser preparados por otros métodos tales como moldeo por compresion y liofilizacion. Los
sistemas de administracién podran adoptar practicamente cualquier forma, incluyendo granulos, hojas, peliculas, y
particulas, tales como microesferas, nanoesferas, microparticulas, y microcapsulas, asi como formas moldeadas, tales como
parches, comprimidos, suspensiones, pastas, barras, discos, pastillas, y otras formas moldeadas. Dispositivos preferidos
incluyen microesferas y dispositivos moldeados implantables. Perfiles deseados de liberacion pueden estar adicionalmente
adaptados mediante la alteraciéon de la forma fisica del sistema de entrega. (Por ejemplo, mediante la alteracion de la
superficie o porosidad del dispositivo, o0 mediante la variacién de la proporcién de farmaco a polimero.) Otros componentes
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también pueden ser introducidos en la formulacidbn como sea necesario para ayudar o mejorar la prestacion, la
administracion, la liberacion del farmaco, y/o supervision.

IV. Método de administracion

[0030] El método de administracion del sistema de suministro de farmacos dependera del tipo de farmaco y de sus
propiedades farmacéuticas conocidas, y la forma, del sistema de suministro. Pequefios dispositivos se pueden implantar; se
pueden inyectar microesferas, o como fijar parches a la piel, y tomar oralmente comprimidos, suspensiones y capsulas por
via oral. Los métodos preferidos de administracion son por inyeccion e implantacion.

[0031] Como se demuestra en los ejemplos, estos polimeros son particularmente Utiles para la construccion de la liberacion
del farmaco como sistemas con velocidades controlables. También son adecuados para la carga de cantidades
significativamente mayores de farmaco dentro de una tipica muestra de liberacion controlada.

[0032] Ejemplos no limitantes se dan aqui para describir los métodos para preparar los sistemas de suministro de farmacos,
y para ilustrar el perfil de liberacién prolongada del farmaco y altas cargas de farmaco que se pueden lograr.

EJEMPLO 1: preparacion de varillas de PHA4400

[0033] PHA4400 en polvo (Tepha, Inc., Cambridge, MA) (Mw ~ 450 K) se peso, se colocé en nitrégeno liquido para hacerlo
quebradizo, y se molié tres veces en una mezcladora durante 5 s de duracién. Se afiadié cloroformo a los granulos
resultantes hasta que se formé una pasta, y luego se afadié un farmaco antibidtico en una proporcién de 2:1 de
polimero:farmaco en peso. La pasta fue luego introducida en un molde de medidas 150x5x5 mm, y se dej6 secar a
temperatura ambiente. La formulacién moldeada seca fue retirada del molde, y se cortaron secciones de 2 mm de espesor
en varillas de dimensiones aproximadas de 2x5x5 mm.

[0034] Se prepararon muestras de varillas que contienen dos formas diferentes de antibiético tetraciclina. Estas fueron una
forma de HCI altamente soluble en agua, llamada TC, y una forma neutra, llamada TCN (Fako Pharmaceutical Co.,
Estambul). Los coeficientes de extincién para estas dos formas se determinaron como 0,117 (ug/mL- a 364 nm para TC y
0,145 (ug / ml) 7 a 357,6 nm para TCN a 37 ° C. Varillas que contienen relaciones de 10:1 y 5:1 de PHA4400 a farmaco
también se prepararon como se describe anteriormente.

EJEMPLO 2: Liberacion del farmaco a partir de varillas PHA4400

[0035] Una varilla preparada como se describe en el Ejemplo 1 fue pesada previamente y se introdujo en un tubo Falcon de
50 ml que contiene 30 ml de PBS (tampon fosfato) 0,1 M 7.4. pH. El tubo se colocd en un bafio de agua con agitacion y se
mantuvo a 37° C. La liberacion del antibidtico se determiné por espectrofotometria UV utilizando los coeficientes de extincion
citados en el Ejemplo 1 en 4 horas, 24 horas, y después diariamente con sustitucién completa del tampdn de liberacion con
PBS. Los estudios de liberacion se llevaron a cabo por triplicado como minimo para cada antibiético.

[0036] EI comportamiento de liberacién parecia seguir la cinética de liberacion de Higuchi (los valores de k para TC y TCN
fueron 7,79 y 2,62, respectivamente) para un periodo de 11 dias liberando sélo una fraccion del contenido total, véanse las
figuras 3 y 4. TC liberado a una velocidad mayor que la TCN menos soluble en agua. La liberacién media acumulada de TC
a los 11 dias fue de aproximadamente un 25% frente al 9% para TCN, demostrando liberacién a largo plazo o sostenida.

[0037] La liberacién de polimero cargado 10:1 fue también determinada. La liberacion de PHA4400 cargado 10:1 con TC
mostré una liberacién de orden cero durante un periodo de aproximadamente 15 dias, con una rafaga corta inicialmente
menor, posiblemente debido a los restos de cristales de farmaco dejados en la superficie durante el secado. La liberacién de
TCN no mostré rafaga, y liberacion de orden cero casi perfecta después de la primera hora, con un total de 17% en quince
dias, lo que indica que la liberacién del farmaco continuaria durante varios meses.

[0038] La liberaciéon de polimero cargado 05:01 fue similar, con un nivel levemente mas alto de liberacion y de menor
duracién en comparacioén con el sistema cargado 101:1.

EJEMPLO DE REFERENCIA 3: Preparacion de varilla de PHA3444

[0039] PHA3444 (34% 44) en polvo (Tepha, Inc., Cambridge, MA) (Mw ~ 477 K) se pesd, se colocé en nitrégeno liquido
para hacerlo fragil, y se molié tres veces en un mezclador durante 5 s de duracion. Se afadié cloroformo a los granulos
resultantes, hasta que se formd una pasta, y luego se afadié un farmaco antibiético en una proporcién de 2:1 de
polimero:farmaco en peso La pasta después se introdujo en un molde de medidas 150x5x5 mm, y se dej6é secar a
temperatura ambiente. La formulacién moldeada seca se retird del molde, y se cortaron secciones de 2 mm de espesor en
varillas de dimensiones aproximadas 2x5x5 mm (como en el Ejemplo 2).
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[0040] Se prepararon muestras de varillas que contienen dos formas diferentes de antibidtico de tetraciclina. Estas fueron
una forma HCI altamente soluble en agua, llamada TC, y una forma neutra, llamado TCN (como anteriormente).

EJEMPLO DE REFERENCIA 4: Liberacién de farmaco de varillas de PHA3444-34%

[0041] Una varilla preparada como se describe en el Ejemplo 3 cargada 2: 1 con TC o TCN fue pesada previamente y se
introdujo en un tubo Falcon de 50 ml que contiene 30 ml de PBS 0,1 M pH 7,4 (tamponada con fosfato). El tubo se colocé en
un bafo de agua con agitaciéon y se mantuvo a 37 ° C. La liberacion del antibidtico se determiné por espectrofotometria UV
utilizando los coeficientes de extincion citados en el Ejemplo 1 en 4 horas, 24 horas, y después diariamente con sustitucion
completa del tampén de liberacién con PBS. Los estudios de liberacion se llevaron a cabo por triplicado como minimo para
cada antibiético.

[0042] EI comportamiento de liberacién parecia seguir la cinética de liberacion de Higuchi (los valores de k para TC y TCN
fueron 17,45 y 5,62, respectivamente) para un periodo de 18-dias liberando sélo una fraccion del contenido total, ver figuras
5Ay 5B y 6A y 6B. TC se liber6 a una velocidad mayor que TCN menos soluble en agua. La liberacién media acumuada de
TC a los 17 dias fue de aproximadamente 65% versus 23% en el caso TCN. No se observé rafaga de liberacion ni con TC ni
con TCN.

[0043] Se obtuvieron resultados similares con PHA3444-50% (PHA3444 que contiene 50% de mondmero 44) polimero PHA
cargado 2:1, sin embargo, con una corta rafaga de liberacién de casi 25% del farmaco. Un total del 60% de la TC se libera
en 15 dias, el 62% en 23 dias, con el grafico de liberacion en funcién del la raiz cuadrada del tiempo produciendo una linea
recta como se esperaba de un dispositivo monolitico de liberacion. Los resultados no fueron muy diferentes con un
PHA3444-23% (PHA3444 que contiene 23% de mondmero 44) cargado 2:1 con TC o TCN.

EJEMPLO 5: Efectividad biolégica del antibiético liberado

[0044] En este ejemplo, las propiedades antibiéticas de la tetraciclina liberada de las varillas de PHA se determiné en un
ensayo biolégico in vitro contra E. coli DH5a. Para este bioensayo in vitro, se utilizé el Método de Difusion en Agar vy el
tamafio de una zona de eliminacionse determiné después de aplicar la solucién de antibiético a una placa petri cultivada con
una capa de E. Coli DH5a. Todas las etapas de este procedimiento se llevan a cabo bajo condiciones asépticas.

[0045] Se prepard Penassay Broth Medium usando los componentes en la Tabla 1. El pH del medio fue. 7,00+- 0,05 y las
condiciones de esterilizaciéon fueron 121 ° C durante 15 min. Para medios sdlidos, se afiadié agar (1% p/v) antes de la
esterilizacion. La cepa bacteriana E. coli DH5a se inoculé en 200 ml de caldo de cultivo, se agitd durante la noche a 37 ° C a
200 rpm en un agitador orbital. Inocular 200 mL de bacterias a las placas que contienen Penassay Broth Médium sdlido.

Tabla 1: Componentes de Penassay Broth Médium.

COMPONENTE CANTIDAD (g/l)
Extracto Bovino Bacto 1.5
Extracto Levadura 1.5
Bacto
Bacto Peptona 5.0
Bacto Dextrosa 1.0
NaCl 3.5
K2HPO4 3.68
KH2PO4 1.32

[0046] Al dia siguiente, las soluciones de TC (25 pL), recogidas en los dias primero, séptimo y decimocuarto (producto de
liberacion de las ultimas 24 horas) y esterilizadas mediante un microfiltro, se aplicaron a discos de filtro estériles. Dos discos
con soluciones de TC se colocaron en cada placa y se mantuvieron a 37 ° C durante 24 horas. El radio de la zona de
eliminacion se determiné en mm. Los resultados se muestran en la Tabla 2. Los resultados para las zonas de eliminacion
para la tetraciclina liberada de varilla hecha de PHA3444-23% y polimeros PHA3444-50% fueron similares a los del polimero
PHA3444-34%, pero no se muestran en la Tabla 2



ES 2395077 T3

Control negativo: Se aplica buffer de 25 microlitros que no contiene ningin farmaco en la placa de Petri.
Control Positivo: Se aplican buffer de 25 microlitros conteniendo 10 mg TC/ml en la placa de Petri.

Los polimeros ensayados incluyen PHA4400 y PHA3444 34-%. La relacién de polimero a antibidtico Tetraciclina en las
varillas de muestra de ensayo se proporciona bajo cada muestra de polimero.

Tabla 2: Resultados del ensayo Antibiograma

Radio de la zona (mm)
Tiempo (dias) PHA4400 PHA4400 PHA3444-34% Control Control
positivo negativo
10:1 5:1 2:1
1 10 12 15 20 0
7 9 11 12
14 6 6 10
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo biodegradable de administracion controlada de farmaco que comprende farmaco distribuido uniformemente
en homopolimero poli-4-hidroxibutirato, en el que el farmaco se incorpora en el polimero en un porcentaje de carga de hasta
50% en peso del dispositivo y menos del 60% del farmaco es liberado in vitro en buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 37 ° C
después de 10 dias.

2. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1, en donde menos del 35% del farmaco se libera in vitro en
buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 37 ° C después de 10 dias.

3. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1 en el que el farmaco se selecciona del grupo que consiste
en proteinas, péptidos, polisacaridos, moléculas de acido nucleico, y compuestos organicos sintéticos o naturales.

4. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 3 en el que el farmaco es un antibiético.

5. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicaciéon 1 en el que el medicamento esta revestido sobre un
dispositivo médico.

6. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1 en el que el poli-4-hidroxibutirato esta formado en o
revestido sobre un stent.

7. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacién 1 en una forma seleccionada del grupo que consiste en
granulos, laminas, peliculas, particulas, y formas moldeadas.

8. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacién 1, en el que el dispositivo muestra liberacion lineal o liberacion
de orden cero del farmaco.

9. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1 en el que el dispositivo es fabricado por colada de
disolvente, atomizacion, o extrusién en estado fundido.

10. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1 en el que el dispositivo no libera una rafaga de farmaco.

11. El dispositivo de suministro de farmaco de la reivindicacion 1 en el que el dispositivo libera farmaco durante al menos 21
dias, al menos un mes, al menos tres meses o al menos seis meses.

12. Un dispositivo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en la administracién de farmacos.

13. El dispositivo de suministro de farmaco de cualquier reivindicacion precedente en el que el farmaco se selecciona de
péptidos o proteinas bioactivos, tales como factores de crecimiento, hormonas, y factores de unién celular, agentes anti-
proliferativos, antibiéticos, quimioterapéuticos, anestésicos, pequefias moléculas de farmaco, esteroides, enzimas, lipidos,
antigenos, anticuerpos, agentes tensioactivos, vitaminas, agentes aromatizantes, moléculas radiactivas, edulcorantes,
agentes nutricionales, y fragancias.
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Figura 1A. Estructura quimica del poli-4-hidroxibutirato (PHA4400).

o/

Figura 1B. Estructura quimica del poli-3-hidroxibutirato-co 4-hidroxibutirato (PHA3444).

A

Figura 2. Vias biosintéticas para la produccion de PHA4400 (P4HB). Enzimas de ruta son: 1.
Deshidrogenasa semialdehido  succinil, 2. 4-hidroxibutirato  deshidrogenasa, 3.
oxidorreductasa diol, 4. aldehido deshidrogenasa, 5. Coenzima A transferasa y 6. PHA

sintetasa.
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Figura 3A.
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Liberacion acumulada media (%) PAHB:TCN (2:1)
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Figura 5A.
Liberacion de varillas PHA3444-34%:TC (2:1);
PBS, 0,1M, pH 7,4, 37 °C, n = 4, 365 nm
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Figura 5B.
Liberacion de varillas PHA3444-34%:TC (2:1);
PBS, 0,1M, pH 7,4, 37 °C, n =4, 365 nm
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Figura 6A
Liberacion de varillas PHA3444-34%:TCN (2:1);
PBS, 0,1M, pH 7,4, 37 °C, n = 4, 356,7 nm
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Figura 6B
Liberacion de varillas PHA3444-34%:TCN (2:1);
PBS, 0,1M, pH 7,4, 37 °C, n = 4, 356,7 nm
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