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DESCRIPCION

Polihidroxialcanoato para aplicaciones en vivo.
Aplicaciones relacionadas con referencias cruzadas

El beneficio se reivindica de la prioridad por la Patente de los EE.UU. serie 60/046,211, denominada “Biocompati-
ble Polyhydroxyalkanoates” presentada el 12 de mayo de 1997 por Simon F. Williams; serie No. 60/054,289, denomi-
nada “Derivatization de PHAs for Biomedical Application” presentada el 31 de julio de 1997 por David Martin; serie
No. 60/063,501, denominada “Polyhydroxy Alkanoate Stents” archivada por Simon F. Williams and David P. Martin 24
de octubre de 1997, y serie No. 60/065,921 denominado “Methods for Making Biocompatible Polyhydroxyalkanoates”
archivada 17 de noviembre de 1997, por Simon F. Williams and David P. Martin.

Antecedentes de la invencion

La presente solicitud esta dirigida en general a polimeros de polihidroxialcanoato y los métodos de preparacién
para eliminar endotoxinas y sus usos en una variedad de aplicaciones biomédicas, que incluye la ingenieria de tejido,
apositos de heridas, entrega y liberacién de medicamentos, y en protesis.

Polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros con unidades monoméricas de dcido hidroxi repetidas. Los PHAs
han sido revisados en algunas publicaciones, que incluyen Byrom “Miscellanous Biomaterials”, en Biomaterials (D.
Byrom. Ed.) pp. 333-59 (Macmillan Publishers London, 1991); Hocking and Marchessault, “Biopolyésters” en Che-
mistry and Tecnhology of Biodegradable Polymers (G.J.L. Griffin, ed.) pp. 48-96 (Chapman and Hall ondon, 1994 de
Londres); Miiller and Seebach, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 32: 477-502 (1993); Steinbiichel, “Polihidroxialkanoic
Acids”, en Biomaterials (D. Byrom, ed.) pp. 123-213 (Macmillan Publisher, London 1991); y Williams and people,
CHEMTECH, 26: 38-44 (1996).

Polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxibutirato-hidroxivalerato (PHBV) han sido usados comercialmente como un
reemplazo biodegradable para resinas de productos primarios sintéticos, y ha sido investigado exhaustivamente para
el uso en aplicaciones biomédicas. Los ejemplos de estas aplicaciones biomédicas incluyen la liberacién controlada
(Pouton and Akhtar, Adv. Drug Delivery Rev., 18:133-62 (1996)), las formulaciones de pastilla, suturas quirdrgicas, los
apositos de herida, polvos de lubricacidn, vasos sanguineos, injertos de tejidos, implantes quirdrgicos para unir partes
del cuerpo tubulares, placas de fijacién de fractura de hueso y otros usos ortopédicos, (Hocking and Marchessault,
“Biopolyésters” Chemistry and Tecnhology of Biodegradable Polymers, (G.J.L. Griffm, ed.) pp. 48-96 (Chapman and
Hall London, 1994) y las referidas allf) la solicitud de patente europeo Al de 754 467 (Bowald, et al.). Ver también a
Saghir Akhtar, Ph.D. Tesis para la universidad de Bath, 1990, “Physicomechanical Properties of bacterial P. (HB-HV)
Poliésteres y sus usos en la entrega de medicamento”. PHBV ha sido usado para mantener el crecimiento de células
y en el papel de reconstruccién de tejidos (ver, e. g., Rivard, et al., J Appl. Biomat., 6: 65-68 (1995)). Sin embargo,
PHBs y PHBVs han sido demostrado que inducen la respuesta inflamatoria aguda cuando se implanta in vivo (Akhtar
pp- 50-51, y las referencias citadas alli).

Los polimeros biodegradables para uso médico deben ser biocompatible y se degradan en metabolitos no téxicos.
Los dispositivos médicos también deben ser no pirogénicos, es decir, los productos no deben producir reacciones de
fiebre cuando se administran a pacientes. La presencia de endotoxinas bacterianas (que es un componente esencial de
la superficie exterior celular de bacterias gram negativas), en el producto es por mucho la preocupacién mayor de los
fabricantes en conseguir la no presencia de pirégenos. (Harto and Pearson, BioPharm., 1: 22-29 (1988)). La Fede-
racion de Alimentacién y Medicamentos de EE.UU. (FDA), por ejemplo, requiere que el contenido de endotoxinas
de los dispositivos médicos no supere las 20 unidades de endotoxinas (EU) por dispositivo seglin Farmacopeia de los
EE.UU., excepto para aquellos dispositivos que hacen contacto con el fluido cerebroespinal, donde el contenido no
debe superar 2,15 unidades de endotoxinas por dispositivo (USP). Los niveles de endotoxinas aceptables se necesitan
que estén dun mds bajo para algunas aplicaciones, donde el polimero se usa para aplicaciones particularmente mas
sensibles. Por lo tanto, en el desarrollo de polimeros de PHAs para uso en dispositivos médicos, los materiales deben
tener los requisitos especificos previstos para el contenido de endotoxinas, particularmente para el PHAs obtenido por
la fermentacion de bacterias gram negativas, donde los polimeros son expuestos a grandes cantidades de endotoxinas
en el cultivo de células.

La patente de los EE.UU 5.334.698 para Witholt, et al. revela suturas, peliculas, injertos de piel, e injertos de hueso
preparados de un poliéster dpticamente activo separado de las células de Pseudomonas oleovorans. La solicitud PCT
WO 96/00263 publicada (Eggink, et al.) revela una dispersion acuosa de PHA como el latex, en el que el PHA incluye
3 4cidos grasos de hidroxi saturados o no saturados teniendo un largo de cadena de carbono de 6-14. Hocking and
Marchessault, “Biopolyésters” en Chemistry and Tecnhology of Biodegradable Polymers, (G.J.L. Griffin, ed.) pp. 48-
96 (Chapman y Hall London, 1994) también revela poliésteres con cadenas laterales funcionalizadas preparadas por
bacterias que modifican la alimentacién del sustrato, y su uso para preparar sistemas de entrega de medicamentos. Estos
materiales incluirian intrinsecamente endotoxinas, y no hay revelacién de ningtin método para eliminar endotoxinass
o procedimientos para suministrar polimeros depirogenizados adecuados para el uso médico in vivo.

A pesar de la gran cantidad de literatura que describe la produccion, purificacién, y desarrollo de aplicaciones
de PHAs, actualmente no hay ningtin método reportado especificamente sobre despirogenizacion de polimeros de
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PHA. Los PHAs tienen una afinidad relativamente alta para endotoxinas, complicando el uso de los procedimientos
rutinarios para la despirogenizacion. Por lo tanto, hay una necesidad de desarrollar métodos para despirogenizacién
de polimeros de PHA, particularmente cuando son producidos por fermentacién de bacterias gram negativas.

Incluso aparte del asunto de la pirogenicidad, permanece una necesidad de desarrollar polimeros biodegradables
adicionales para el uso in vivo, particularmente polimeros con las propiedades fisicas y quimicas alternativas. Estas
propiedades incluyen las caracteristicas relevantes para facilitar el procesamiento, tanto como la disponibilidad pa-
ra el uso final. Una propiedad fisica importante para el procesamiento de los polimeros es el punto de fusién o la
temperatura de transicioén de vidrio de estos materiales. Los PHB, PHBV (0-24%V), PGA y PLGA, por ejemplo, se
ablandan solamente a temperaturas relativamente altas, por endcima de 136°C. Esta alta temperatura puede ser una
desventaja en la fabricacidn si los polimeros que son combinados al fundirse con otros componentes sensibles al calor.
Es una ventaja la de tener una clase de PHAs que tiene puntos de fusién a temperaturas de transicién del vidrio por
debajo de 136°C para el uso en aplicaciones biomédicas. Ademads, muchos PHAs son solamente solubles en los sol-
ventes clorados potencialmente téxicos. Por tanto, hay una necesidad de desarrollar PHAs de baja fusion que pueden
estar fundido y procesados a temperaturas bajas y/o pueden ser disuelto en general en solventes no téxicos acepta-
bles. Sin embargo, actualmente no hay ninguna fuente comercial para materiales de polihidroxialcanoato con estas
propiedades.

Otras propiedades tales como las propiedades mecdnicas y térmicas, la densidad y la cristalinidad, es también de
interés. Estas propiedades pueden ser modificadas mezclando o combinando PHAs con otros materiales, o cambiando
la composiciéon de PHA. Los PHAs comercialmente disponibles, PHB y PHBYV, solamente tienen usos limitados.
Otros PHAs pueden ser usados para aplicaciones muy diferentes. Por ejemplo, la adiciéon para romper PHBV esta en
un rango aproximadamente de 8 a 42%, mientras que la misma propiedad para el polihidroxioctanoato (PHO), el PHA
de baja fusion, es aproximadamente 380% (Gagnon, et al., Rubber World, 207: 32-38 (1992)). De forma similar, el
PHBYV tiene un Modulus Young’s entre 1,000 y 3,500 MPa y una fuerza de tensién entre 20 y 31 MPa, por lo contrario
el PHO que tiene Modulus Young’s de 8 MPa y una fuerza de tensién de 9 MPa (Gagnon, et al., Rubber World, 207:
32-38 (1992)). Estas propiedades y otras conducen a los PHO que estan clasificado como un elastémero termoplastico
(Gagnon, et al., Rubber World, 207: 32-38 (1992)). El entrecruzamiento de grupos covalentes no saturados de algunos
polihidroxialcanoato elastémeros termoplasticos han sido reportados (Gagnon, et al., Polymer, 35: 4358-67 (1994)),
aunque el uso de los polimeros para preparar dispositivos médicos no ha sido descubierto. Seria util desarrollar PHASs
biocompatible de baja fusién que contienen grupos que pueden ser modificados covalentemente, o que pueden ser
modificados posteriormente para exponer grupos funcionales que puedan ser derivados, para el uso en dispositivos
médicos preparados.

Por lo tanto, es objeto de esta invencién proporcionar polimeros de polihidroxialcanoato que tienen la mayoria del
pirégeno eliminado, para el uso en aplicaciones biomédicas.

Es otro objeto de esta invencidn proporcionar tales polimeros de polihidroxialcanoato biocompatible con bajo
punto de fusién y/o solubilidad en solventes no téxico, no halogenados.

Es otro objeto de esta invencién proporcionar tales polihidroxialcanoatos que tienen propiedades deseables para
el uso en una variedad de aplicaciones biomédicas, como la entrega de medicamento, ingenieria de tejido, imagenes
médicas, y la fabricacién de prétesis, stents, y capas.

Es un objeto adicional de esta invencidén que proporciona los métodos para hacer dispositivos biomédicos que usan
tales polimeros de polihidroxialcanoato.

Sumario de la invencion

Fuera del aspecto de la presente invencidn se proporciona un conductor biocompatible médico de acuerdo con la
reivindicacion 1.

Un aspecto adicional es que se provee un método para producir una composicién de polihidroxialcanoato biocom-
patible de acuerdo con la reivindicacién 2.

Un aspecto adicional es que se proporciona un polihidroxialcanoato de acuerdo con la reivindicacién 33.

Los Polihidroxialcanoatos (PHAs) desde los cuales ha sido eliminado el pirégeno se proporcionan para el uso
en numerosas aplicaciones biomédicas, incluyendo los PHAs que han sido modificados quimicamente y que aumen-
tan las propiedades fisicas y/o quimicas, para apuntar 6 modificar la biodegradabilidad o eliminacién por el sistema
reticulo endotelio (RES). Los métodos para despirogenizar los polimeros PHA preparados por procesos de fermen-
tacion bacterianas son también proporcionados, en el que los pir6genos son eliminados de los polimeros sin afectar
desfavorablemente las estructuras quimicas inherentes y las propiedades fisicas de los polimeros. Los PHAs con las
caracterfsticas de procesamiento ventajosas, también se decriben e incluyen los puntos de fusién bajos y/o solubi-
lidad en solventes no-téxico. PHAs se suministran apropiadamente para el uso en las aplicaciones in vivo como en
revestimiento de tejido, stents, suturas, tuberia, huesos y otras prétesis, que el hueso o tejido se revisten de cemento,
dispositivos de regeneracion de tejido, apésitos de herida y de entrega medicamento, para los usos diagnésticos y
profilacticos. Las propiedades que son seleccionadas para degradabildad de la inclusién, la elasticidad, la inclusién
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de grupos funcionales o grupos derivatizados, que pueden ser usados por turno para enlazar agentes que centran los
blancos, y la bioadhesion.

Descripcion detallada de la invencion

Polihidroxialcanoatos biocompatibles (PHAs) son proporcionados en el que las endotoxinas, presentes debido al
proceso por el que son hechos los PHAs, es eliminado sin el dafio para la composicion o la estructura del polimero.
En una realizacién preferida, los polimeros tienen puntos de fusién o temperaturas de transicién del vidrio menor que
136°C y/o es soluble en los solventes no halogenados no-téxicos.

1. Polihidroxialcanoatos

Algunos tipos de polihidroxialcanoatos son formados en la naturaleza por varios organismos en respuesta al estrés
ambiental. Estos PHAs pueden ser divididos en tres grupos en general de acuerdo con la longitud de sus grupos
ramificados y sus vias respectivas de biosintesis. Los grupos ramificados relativamente pequefios son los dcidos hidroxi
de C;_s, mientras que los grupos ramificados relativamente largos son acidos de hidroxi de Ce_4.

Existen tres tipos principales de PHAs que tiene lugar naturalmente. El primer tipo incluye solamente unidades
monoméricas relativamente pequefias del dcido hidroxi. El segundo tipo incluye ambas unidades monoméricas rela-
tivamente pequefas y relativamente largas del 4cido hidroxi. El tercer tipo incluye solamente unidades monoméricas
relativamente largas del acido hidroxi. Aquellos con grupos ramificados pequefios, tales como polihidroxibutirato
(PHB), un homopolimero de unidades R-3-4cido hidroxibutirico (R-3HB), son materiales altamente termoplasticos y
cristalinos (Lemoigne and Roukhelman, Annales des fermentations, 5: 527-36 (1925)). Los PHAs que contienen las
unidades de R-3HB pequefias aleatoriamente polimerizada con unidades de grupo ramificados més largos del dcido hi-
droxi fue primeramente reportado a comienzos de los setentas (Wallen and Rohwedder, Environ. Sci. Technol., 8: 576-
79 (1974)). Varios microorganismos que producen especificamente copolimeros R-3HB con estas unidades del dcido
hidroxi de grupo ramificado mas largo que son bien conocidos y que pertenecen a este segundo grupo (Steinbiichel
and Wiese. Appl. Microbiol. Biotechnol., 37: 691-97 (1992)). En los comienzos de 1980’s, un grupo de investigacién
en Holanda identificando el tercer grupo de PHAs, que contiene predominantemente grupo ramificado mas largo del
acido hidroxi (De Smet, et al., J. Bacteriol., 154: 870-78 (1983)).

Los PHAs pueden constituir hasta el 90% del peso de células seca de bacterias, y se encuentra como granulos dis-
cretos dentro de las células bacterianas. Estos granulos de PHA se acumulan en respuesta a la limitacién de nutrientes
y sirven como fuente de reserva de energia y carbono. Vias distintas son usadas por microorganismos para producir
cada grupo de estos polimeros. Una de estas vias es conducida a los polihidroxialcanoatos de grupo ramificados pe-
quefios (SPGPHAs) que involucran tres enzimas: tiolasa, reductasa, y PHB sintetasa (a veces llamada polimerasa).
Usando esta via, el homopolimero PHB se sintetiza por la condensacién de dos moléculas de acetil-Coenzima A para
dar acetoacetil-coenzima A, seguida por la reduccién del intermediario a R-3-hidroxibutiril coenzima A, y la siguien-
te polimerizacion. La udltima enzima en esta via, nombrada sintetasa, tiene una especificidad de sustrato que puede
acomodar unidades monoméricas de C;_s, incluyendo las unidades R-4-4cido hidroxi y el R-5-4cido hidroxi. Esta via
biosintética se encuentra, por ejemplo, en la bacteria Zoogloea ramigera 'y Alcaligenes eutrophus.

La via biosintética que se usa hace el tercer grupo de PHAs, polihidroxialcanoatos de grupo ramificado largo
(LPGPHAS), todavia en parte es desconocido. Sin embargo, es muy corriente pensar que las unidades monoméricas
de hidroxiacil conducidas para los LPGPHASs son obtenidas por el @-oxidacién de 4cidos grasos y la via de dcidos
grasos. Los sustratos R-3-hidroxiacil-coenzima resultan de estas rutas y son polimerizados por PHA sintetasas (a veces
Ilamada polimerasas) que tienen especificidades de sustrato prefiriendo las unidades monoméricas mds grandes en el
rango de Cy_j4. LPGPHAS son producidos, por ejemplo, por Pseudomonads.

El segundo grupo de PHAs que contiene ambas unidades de monomeros de R-3HB tanto pequefio como grupos
ramificados mas largos que se creen poder utilizar en ambas vias para proporcionar los monomeros del 4cido hidroxi.
El dltimo es polimerizado por PHA sintetasa capaz de aceptar estas unidades.

Apenas 100 tipos diferentes de PHAs han sido producidas por métodos de fermentacion (Steinbiichel and Valentin,
FEMS Microbiol, Lett., 128: 219-28 (1995)). Un ntimero de éstos PHAs contienen grupos ramificados funcionalizados
como ésteres, dobles enlaces, alcoxi, arométicos, halégenos, y grupos hidroxi. Los sistemas transgénicos para producir
PHAs tanto en microorganismo como en plantas, tanto como los métodos enzimadticos para la sintesis de PHA, son
revisados por Williams and Peoples, CHEMTECH, 26: 38-44 (1996).

Dos PHAs que pertenecen al primer grupo, polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxibutirato co-valerato (PHBV),
han sido estudiados exhaustivamente. El PHBV es un copolimero de unidades R-3HB con 5-24% R-3-4cido hidroxiva-
lerico (R-3HV), y que es conocido comercialmente como Biopol™ (proporcionado por ICl/Zeneca). Estos polimeros
son materiales termopldsticos naturales que pueden ser revelados usando la tecnologia convencional de polimero y
que tiene propiedades utiles industrialmente, como biodegradabilidad en ambientes de suelos y marina y buenas pro-
piedades de barrera. Estos son caracterizados por puntos de fusion en el rango de 130 a 180°C, y ampliaciones para
romper de 8 a 42% (ver Zeneca Promotional Literature, Billingham, UK 1993).
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1. Férmulas de polimeros

Los PHAs descritos aqui pueden ser en forma de homopolimeros, copolimeros de bloque, o copolimeros aleatorios.
Los polimeros biocompatibles son definidos como aquellos polimeros que resultan de la reaccion minima del tejido
cuando se implanta en tejido vascularizado. Como se usa aqui, los polimeros biocompatibles son aquellos que no se
produce una respuesta aguda inflamatoria cuando se implanta dentro del musculo de un animal tal como un ratén.

Los polimeros también son caracterizados por tener bajos niveles de endotoxinas. Preferentemente, los PHAs son
materiales muy puros, con pureza que excede el 95%, preferentemente excede mds del 98%. Los PHAs pueden ser
purificados por extraccién con o precipitaciéon desde soluciones acuosas, solventes organicos, fluidos supercriticos, o
combinaciones de las mismas.

El peso molecular de los polimeros es preferentemente hasta 107, y, mas preferentemente, entre 10,000 y 10,000,000
Daltons. Los PHAs contienen entre 100 y 100,000, preferentemente entre 100 y 30,000 unidades de la siguiente for-
mula:

—OCR'R*(CR*R*),CO- Férmula I

en el que n es un entero, por ejemplo, entre 1 y 15, preferentemente entre uno y cuatro; y en el que son seleccionados
por separado desde hidrégeno, metil, C,_;5 lineal, ramificado o alquilo ciclico, alquenilo o grupos alquinilo, grupos
alcarilo, grupos aralquilo, grupos heteroalquilo, grupos heteroarilo, grupos hidroxi, grupos tiol, disulfuros, grupos éter,
grupos tioléter, grupos éster, grupos 4cido carboxilico, grupos amina, grupos amida, halégenos, nitrégeno, radicales
sustituidos Ry, Ry, R;, y Ry; y/o radicales sustituidos de oxigeno.

Unidades monoméricas apropiadas incluyen hidroxibutirato, hidroxivalerato, hidroxihexanoato, hidroxiheptanoa-
to, hidroxioctanoato, hidroxinonanoato, hidroxidecanoato, hidroxiundecanoato, y unidades hidroxidodecanoato. PHAs
incluye monomeros y polimeros y pueden ser usados derivados de 3-hidroxiacidos, 4-hidroxiacidos y 5-hidroxiacidos.
PHAs representativos se describen en Steinbiichel, A y Valentin, H.E., FEMS Microbiol., Letter, 128: 219-28 (1995).

PHAs preferidos tienen puntos de fusién o temperaturas de transicién de vidrio menor que 136°C. Estos materiales
son referidos como “PHAs de baja fusién”. Los PHAs de baja fusion excluyen el homopolimero, polihidroxibutirato
(PHB), vy los copolimeros comerciales del dcido R-3-hidroxibutirico y del acido hidroxivalerico (PHBV) especifica-
mente con contenido de valerato en el copolimero entre 0 y 24%.

Aunque se describe aqui principalmente con referencia a los polimeros de polihidroxialcanoato, se entiende que
estos polimeros pueden ser mezclados con otros polimeros, y/o co-polimeriza con monomeros u otros polimeros pa-
ra formar copolimeros de polihidroxialcanoato. Los ejemplos de otros polimeros particularmente adecuados para las
aplicaciones biomédicas que incluyen polimeros biodegradables como los acidos polihidroxi preparados del dcido
polilactico, el dcido poliglicélico, y copolimeros de estos, policarbonatos, poliortoésteres, polianhidridos, polifosfa-
sanos, acidos poliamino, las proteinas, y polisdcaridos. El término “Polihidroxialcanoato” se refiere a polimeros de
polihidroxialcanoato, mezclas, y copolimeros, a menos que se diga lo contrario.

2. Preparaciones de PHAs

Los PHAs pueden estar preparados desde una fuente bioldgica tales como microorganismos que producen natu-
ralmente los PHAs o que pueden ser producidos PHAs por manipulacién de las condiciones de cultivos y materias
primas, 0 microorganismos o un organismo mads alto como una planta, la que ha sido manipulada genéticamente con
el propésito de producir PHAs.

Los métodos que pueden ser usados para producir polimeros PHA desde microorganismos que producen natu-
ralmente polihidroxialcanoatos se describen en La patente de los EE.UU 4.910.145 para Holmes, et al.; Byrom, D.
“Miscellaneous Biomaterials”, en Byrom D. Ed., “Biomaterials” Macmillan Publishers, London, 1991, pp. 333-59;
Hocking, P.J. and Marchessault, R.H. “Biopolyésters”, G.J.L. Griffin, ed., “Chemistry and Technology of biodegrada-
ble Polymers”, Chapman and Hall, London, 1994, pp. 48-96; Holmes, PA., “Biologically Produced (R)-3-hidroxial-
kanoate Polymers and Copolymers,” in D.C. Bassett Ed., “Developments in Crystalline Polymers,” Elsevier, London,
Vol. 2, 1988, pp. 1-65; Lafferty et al., “Microbial Production of Poly-b-hydroxybutyric acid,” H.J. Rehm and G. Reed,
Eds., “Biotechnology”, Verlagsgesellschaft, Weinheim, vol. 66, 1988, pp. 135-76; Miiller and Seebach, Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 32: 477-502 (1993).

Los métodos para producir PHAs en organismos naturales o manipulados genéticamente son descritos por Steinbii-

chel, A “ Polihidroxialkanoic Acid”, en D. Byrom editor, “Biomaterials”, editores Macmillan, Londres, 1991, pp. 123-
213; Williams and people, CHEMTECH, 26: 38-44, (1996); Steinbiichel and Wiese, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37:
691-97 (1992) La patente de los EE.UU 5.245.023; 5,250,430; 5,480,794; 5,512,669; 5,534,432 para Pople and Sins-
key; Agostini, D.E. et al.., Polym. Sci., Parte A-1, 9: 2775-87 (1971); Gross, R.A. et al.., Macromolecules, 21: 2657-68
(1988); Dubois, P1. et al.., Macromolecules, 26: 4407-12 (1993); Le Borgne, A y Spassky, N., Polymer, 30: 2312-19
(1989); Tanahashi, N. Y Doi, Y.., Macromolecules, 24: 5732-33 (1991); Hori, Y.M. et al.., Macromolecules, 26: 4388-
90 (1993); Kemnitzer, J.E. et al., Macromolecules, 26: 1221-29 (1993); Hori, Y.M. et al.., Macromolecules, 26: 5533-
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34 (1993); Hocking, P.J. y Marchessault, R.H., Polym. Bull., 30: 163-70 (1993); Xie, W et al.., Macromolecules, 30:
6997-98 (1997), y Hubbs, et al La patente de los EE.UU 5.563.239.

Los PHASs preparados usando otros métodos de sistemas bacterianos que normalmente no contienen pirégenos, y
necesitan ser despirégenizados, por consiguiente consecuencia. Los pirégenos presentes en los sistemas de fermenta-
cién bacterianos son generalmente endotoxinas, aunque otras toxinas pueden estar también presentes particularmente
en sistemas bacterianos gram positivos y también pueden estar presentes en sistemas de produccidon alternativos.

Los PHAs también pueden estar preparados usando sintesis quimica, por ejemplo, polimerizacién de monomeros
de B-lactona via la apertura del anillo usando varios catalizadores o iniciadores como aluminoxanos, distanoxanos,
compuestos alcoxi-zinc o alcoxi aluminio (ver Agostini, et al.., Polym. Sci., Parte 1-A, 9: 2775-87 (1971); Gross, et
al., Macromolecules, 21: 2657-68 (1988); y Dubois, et al., Macromolecules, 26: 4407-12 (1993)); o via condensacién
de polimerizacion de ésteres (ver Hubbs, et al, por ejemplo La patente de los EE.UU 5.563.239, y referencias aqui).
Los investigadores también han desarrollado métodos quimico-enziméticos para preparar PHAs. Para el ejemplo, Xie,
et al., Macromolecules, 30: 6997-98 (1997) reporta sobre una polimerizacién de apertura del anillo S-butirolactona
por lipasas termofilicos para producir PHB.

3. Modificacion de PHAs

Los polimeros PHA pueden contener o estar mod ificados por incluir otras moléculas, tales como compuestos
bioactivos y detectables, agentes de superficie activo, otros polimeros degradables o no degradables, y materiales usa-
dos para modificar las propiedades mecanicas de los PHAs, como plastificantes, rellenos, y atador. Las modificaciones
pueden involucrar adherencia de moléculas de PHAs covalente o no covalente. Las modificaciones también podrian
incluir el tratamiento quimico o fisico de los PHAs, que pueden estar seguidas por adheridos de moléculas covalente
o no covalente. La modificacién covalente de los PHAs puede aumentar su utilidad para aplicaciones biomédicas.
Los grupos funcionales nuevos introducidos pueden servir como sitios de adherencia covalente, por ejemplo, para
medicamentos, péptidos adheridos a células y factores de crecimiento.

Los PHAs funcionalizados son polihidroxialcanoatos que contienen grupos funcionales reactivos. Los grupos fun-
cionales reactivos, como grupos carboxilico y amino, dan nuevas propiedades al polimero y suministran sitios para su
derivacién covalente. Estos grupos pueden ser introducidos en los PHAs de varias maneras. Por ejemplo monémeros
funcionalizados (o funcionales) puede ser incluidos en los PHAs durante la produccién del polimero. Las condiciones
de fermentacién controladas han sido usadas para producir los PHAs con una variedad de grupos funcionales en la
cadena lateral como alquenos, halégenos, ésteres y grupos alquil ramificados. Después del aislamiento tratamientos
quimicos pueden convertir estos grupos funcionales en una variedad de otros, como grupos carboxilico, amino, y
carbonilos. Recientemente 7Tillman ha preparado cantidades de gramos de bromo PHAs y alqueno funcionales.

Otro enfoque para funcionalizar PHAs es modificar quimicamente o fisicamente el polimero progenitor aislado
(funcionalizado). La modificacién del PHA después de la produccidn, la purificacién, y el aislamiento es particular-
mente atractiva por varias razones. Los sistemas de fermentacién para la produccién de PHAs no funcionalizados son
normalmente mds facil, mds barato, y mds lucrativos, es por esto obvio la necesidad para monomeros funcionalizados
costosos. La purificacién del polimero no funcionalizado no es complicada por la presencia de grupos funcionales. El
grado de la modificacién del polimero puede ser controlado en un procedimiento de derivatizacién después de que el
polimero es aislado y purificado.

La espina dorsal del poliéster de un PHA es el sitio potencial para la modificacién a través de amindlisis o de re-
acciones de transésterificacion. Estas reacciones pueden ser llevadas a cabo sobre el polimero en grandes cantidades,
o dirigida de forma selectiva a la superficie de un relleno de PHA. La modificacion de la superficie tiene la ventaja
significativa en que solamente la superficie del material es modificada, mientras que la gran modificacién del polimero
resulta en un material modificado uniformemente. Las modificaciones que parten del nucleo central de poliéster son
esperadas que produzcan divisién aleatoria de la cadena, y deben resultar en una reduccién importante del peso mole-
cular (MW) del polimero, dependiendo del nivel de la modificacién del polimero. Como un ejemplo de este enfoque,
las peliculas de PHO han sido modificadas con moléculas bioactivas, como biotina, para producir superficies en la que
unan conjugados estreptavadina-HRP (ver el Ejemplo 17 que sigue).

El grupo lateral ramificado es también un sitio potencial para la modificacién de PHAs. Los tratamientos quimicos
o fisicos que generan especies reactivas, como radicales libres, modificardn la cadena lateral ramificado. Mientras el
ataque al nodo central del polimero también puede ocurrir, las condiciones para la modificacién selectiva de la cadena
lateral ramificada deben ser alcanzables. El tratamiento de gas plasma es un ejemplo de este tipo de modificacién.
Dependiendo del tipo de gas usado para generar el plasma, este tipo de tratamiento puede presentar una variedad de
nuevos grupos funcionales.

El gas plasma es un gas ionizado, que esta relacionado normalmente con temperaturas sumamente altas. El gas
plasma caliente, por ejemplo, es formado sobre el sol como resultado de la fusién nuclear. Sin embargo gas plasma
frio puede ser formado a temperaturas bajas que usan condiciones de poca presion y correcto tipo de energia. Las
lamparas fluorescentes son un ejemplo. Este tipo de gas plasma es ttil para la modificacién de los PHAs. La energia
usada para crear el plasma, como la potencia de frecuencia de radio o descarga eléctrica, quita electrones del gas,
produciendo electrones libres, iones de gas, y moléculas excitadas. Cuando los electrones se recombinan con los iones
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y las moléculas excitadas, un “Plasma” caliente es producido. Aunque los iones y las moléculas excitadas pueden
tener un grado muy alto de la energia cinética (y por lo tanto, alta temperatura), la temperatura del gas granel es
relativamente baja (cercana a la temperatura ambiente). Estos iones “Excitados” y moléculas afectan la superficie,
fragmentan su estructura molecular. Los eventos de recombinacién modifican la superficie a nivel molecular, forma
nuevos enlaces quimicos asi y presenta nuevos grupos funcionales. El tipo de grupo funcional (por ej. amino, carboxil,
carbonil, sulfonado, fluoruro, o hidroxil) que los resultados dependen de la naturaleza del gas plasma y las condiciones
del tratamiento.

Los PHAs pueden ser tratados con un reactivo quimico para partir las conexiones de éster en el nodo central del
polimero. Esto resulta en la formacién de grupos hidroxil libres y de 4cido carboxilico que cambian la carga del
polimero tanto como que proporcionan grupos funcionales reactivos para la modificacién siguiente y el adherencia de
moléculas. El tratamiento también puede promocionar o reducir la adherencia celular del polimero por crecimiento
celular o de tejido. Los reactivos que pueden ser usados para partir el nodo central del polimero que incluye el agua,
bases, acidos, nucleofilos, electrofilos, el plasma, y los iones de metal. Hidrdlisis de los ésteres también puede ser
llevado a cabo enzimdticamente usando ésterasas. Los polimeros también pueden ser partidos por irradiacién y/o
aplicacién del calor.

Estas modificaciones pueden ser llevado a cabo homogeneamente en solucién. Sin embargo, si el polimero esta
en una forma sélida (por ej. particulas o una pelicula), entonces tales modificaciones pueden estar limitadas princi-
palmente a la superficie del polimero. Este método permite que las propiedades de superficie sean modificadas sin
modificar las propiedades mecanicas en conjunto del polimero adyacente, por lo tanto, los dispositivos se formaron de
los polimeros.

Ciertos PHAs con grupos funcionales ramificados también pueden ser modificados por medios quimicos y fisicos.
Tales modificaciones pueden cambiar las propiedades de polimero, por ejemplo, o admitir la adherencia siguiente de
otras moléculas o células. Las modificaciones exactas que pueden ser hechas varian de acuerdo con la naturaleza del
grupo funcional y serdn evidentes para aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, grupos funcionales ramificados
como ésteres pueden ser cambiados por dcidos, y los grupos no saturados pueden ser oxidados a dioles, a alcoholes, a
aldehidos, y 4dcidos. Los reactivos para modificar grupos funcionales ramificados pueden ser seleccionados facilmente
por aquellos expertos en la técnica.

Especies bioactivas también pueden ser fijadas a los extremos de los polimeros, covalentemente o iénicamente, o
mezclando las especies bioactivas con el material polimérico. El apareamiento quimico involucra los grupos terminales
hidroxil y carboxil u otros grupos reactivos que pueden estar presentes sobre las moléculas que son bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica.

Los PHAs también pueden ser modificados no covalentemente. Por ejemplo, los PHAs incluyen un grupo de 4cido
carboxilico, que puede formar un enlace i6nico con grupos de amina presentes sobre los materiales como proteinas y
péptidos, polilisina, y otros materiales cationicos. Tales modificaciones pueden cambiar las propiedades de superficie
por ejemplo la hidrofobicidad y la carga de la superficie de los polimeros, Ejemplos de moléculas que pueden modificar
no covalente los PHAs son agentes de tensoactivos y lipidos.

4. Modificacion de superficie de PHAs

Las modificaciones de la superficie, en que se introducen nuevos grupos funcionales, permiten fijar selectivamente
agentes bioactivos especificos. Después de la produccidn, aislamiento, y purificacién del PHA, el tratamiento de la
superficie quimica o de las condiciones del tratamiento de gas plasma pueden ser controladas para cambiar el nivel
de la modificacién. Es también posible preparar gradientes de modificacién de las superficies, que tienen en cuenta
las preparaciones de gradientes de concentracion de compuestos de concentracidn bioactiva sobre una superficie. Esto
puede ser util para controlar la regeneracion de tejidos o los otros procesos que son afectados por la concentracién de
agentes especificos.

Una ventaja significativa de un tratamiento de plasma frio es que afecta todas las superficies expuestas, como se
opone “ linea del visor” a tratamientos de plasma o tratamiento quimicode superficie. Adicionalmente, el tratamiento
de plasma evita los problemas, como “estar mojado” y residuos, relacionados con los tratamientos quimicos. Los
objetos por lo tanto, tridimensionales pueden ser tratados después de que son formados o fabricados por lo demas,
minimizando los problemas que pueden surgir durante el procesamiento de PHAs funcionalizado. Una limitacién del
gas plasma es que no es prictico para los materiales finos, o suspensiones liquidas, debido a las condiciones de poca
presion del tratamiento.

Aplicaciones tipicas para gas plasma involucran la limpieza de superficie, la modificacién de la superficie, y la
deposicion del polimero. Estos procesos usan el mismo tipo de plasma, pero difieren en el efecto sobre la superficie.
Los procesos de limpieza son disefiados para retirar todo material organico de un material inorganico para producir una
superficie “Atomicamente limpia”. La modificacion de superficie del “Grabado” se usa para modificar las propiedades
de superficie de un relleno de forma selectiva mientras se afecta la mayor parte del material. La deposicion del polimero
es llevada a cabo para introducir una capa de superficie uniforme en un objetivo sacando a la luz una superficie plasma
activada por el reactivo de polimeroizable. Los procedimientos de modificacién de superficie se esperan que sean mas
utiles para la derivatizacion de PHAs.
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Gas Plasma de amoniaco y oxigeno pueden ser empleados para introducir nuevos grupos carboxilico o amino, res-
pectivamente, en el polimero. Se cree que el plasma de oxigeno funciona como un oxidante. Estos grupos funcionales
pueden ser utilizados como sitios para la adherencia covalente del agente bioactivo. Las peliculas de PHO han sido
activadas usando un tratamiento de gas plasma, y fueron posteriormente derivatizado por adherencia covalente del
agente bioactivo (ver el Ejemplo 18 que sigue).

En el campo biomédico los tratamientos de gas plasma frios son usados para incrementar la biocompatibilidad,
aumentar la adherencia de la célula, inmovilizar medicamentos, reducir la reaccién alérgica, despirogenizar y esterili-
zar materiales o dispositivos. Los tratamientos pueden ser adpatados para las necesidades especificas de la aplicacion.

5. Métodos para eliminar pirogenos de los PHAs

Los polimeros son purificados para reducir niveles de pir6geno menores que 20 unidades de endotoxinas por gramo
antes o después de la fabricacién de los polimeros en las diferentes formas fisicas, aunque es preferible purificar los
materiales antes de la fabricacién. En la forma de latex, el polimero puede ser sometido a dos o a mds tratamientos
disefiados para reducir niveles de pir6geno. Si es necesario, la forma sélida seca puede ser reconstituido como un latex
usando los procedimientos que describen, por ejemplo, Koosha, F. Ph.D. Dissertation, 1989, Univ. Nottingham, UK,
Diss. Abstr. Int. B 51:1206 (1990). Esto puede ser preferido, particularmente cuando es deseable obtener un PHA con
muy bajo niveles de endotoxinas para una aplicacion de ingenieria de tejido. El latex de PHA podria estar liofilizado
si se desea para producir una forma sélida. Los dispositivos preparados de los PHAs tienen menos de 20 unidades de
endotoxinas.

La depirégenizacion involucra el tratamiento con un agente oxidante con el calor. El agente oxidante debe ser
seleccionado de forma tal que no degrade significativamente o modifique la naturaleza fisica o quimica del PHA
de forma adversa. Preferentemente, el agente oxidante tiene buena solubilidad en las soluciones acuosas. Un agente
oxidante preferido es el peréxido de hidrégeno. El latex podria contener particulas de cualquier tamafio, aunque las
particulas son preferentemente nanoparticulas y/o microparticulas. Las particulas de latex podrian ser cristalinas o
amorfas, pero son preferentemente amorfas.

Las formas sélidas de los PHAs, como polvos, peliculas, y pastillas, pueden ser despirogenizadas disolviendo el
PHA en un solvente organico apropiado y luego se llevar a cabo un paso de depirégenizacion apropiado. La disolucién
de PHA da como resultado despirogenizar con un agente oxidante y calor. Preferentemente, el agente oxidante tiene
buena solubilidad en el solvente orgdnico usado para disolver el PHA, y no se degrada significativamente o modifica
la naturaleza fisica o quimica del PHA de forma adversa. Un agente oxidante preferido es un peréxido orgénico.
Particularmente los agentes oxidantes preferidos para el uso en solventes orgdnicos son peréxidos aromaticos como
peréxido de benzoilo. Los solventes preferidos tienen buena solubilidad para el PHA especifico, y la buena estabilidad
para el agente oxidante.

Si es necesario, los polimeros pueden ser despirogenizados usando combinaciones de los tratamientos de oxidacién
acuosas y sustancia orgdnica basadas en un latex de PHA, por ejemplo, puede ser tratado con peréxido de hidrégeno,
y luego sometido a un segundo tratamiento en una solucién orgdnica con un perdéxido organico mds adelante para
reducir niveles de endotoxinas.

Mientras en general es preferido que un PHA se despirogenice antes de la fabricacion de un injerto de ingenieria de
tejidos o un stent, los métodos descritos también pueden ser aplicados completos o parcialmente para despirogenizar
un injerto de ingenierfa de tejidos de PHA fabricado o un stent.

Tratamientos fisicos, como el calor y la radiacién pueden causar la degradacion del polimero; los otros tratamien-
tos quimicos, como Hidrdlisis y alquilacién, pueden modificar la estructura de polimero; vy, filtracién y técnicas de
afinidad son inadecuadas para lo depirdgenizacién de materiales de latex, o deben superar la alta afinidad del PHA por
endotoxinas.

II. Métodos para fabricacion de dispositivos médicos

Los polimeros son ttiles para preparar una variedad de dispositivos médicos, que incluyen implantes biodegrada-
bles. Los polimeros biodegradables presentan una biodegradacion relativamente lenta, por ejemplo, teniendo una vida
media in vivo entre tres y seis meses preferentemente. Los polimeros tienen un punto de fusién relativamente bajo a la
temperatura de transicién del vidrio preferentemente, por ejemplo, menor que 136°C, y/o es soluble en solventes no-
toxico, no-halogenados, para la facilidad de procesamiento.

Cuando los PHAs despirogenizados se implanta en el cuerpo, estos materiales muestran muy poca, alguna reaccién
inflamatoria aguda o cualquier reaccién de tejidos adversa. No hay reaccién inflamatoria importante o formacion de
cicatriz del tejido. El reclutamiento de células inflamatorias es minimo. El examen Histol6gico de los dispositivos
implantados demuestra que los materiales son esencialmente inertes. Por lo tanto, dispositivos construidos con PHAs
pueden ser implantados con una minima reaccién adversa sobre el tejido circundante. La liberacién de productos de
degradacion del 4cido hidroxi de los materiales implantados es lenta y normalmente bien tolerada por el cuerpo. Por
lo tanto, se espera que los PHAs mantengan sus propiedades materiales por cuestiéon de meses y se degradardn al final
a materiales no toxicos.
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Dispositivos preparados de PHAs pueden ser usados para una amplia cantidad de aplicaciones médicas diferentes.
Los ejemplos de tales aplicaciones incluyen liberacion controlado de la entrega de medicamento, injertos de ingenieria
de tejido, la encapsulacién de células, entrega de dianas, recubrimientos biocompatibles; implantes biocompatibles;
regeneracion controlada de tejido, apdsitos de herida, dispositivos ortopédicos, prétesis y cemento 6seo (incluyendo
adhesivos y/o articulos de relleno estructurales), y en los diagndsticos.

Los PHAs se pueden encapsular, mezclar con, o estar acoplado iénicamente o covalentemente a una variedad de
agentes terapéuticos y profildcticos o de diagndsticos. Una gran variedad de materiales biol6gicamente activos pueden
ser encapsulados o incorporados, para la entrega a un sitio por el polihidroxialcanoato, o para dar las propiedades al
polimero, como bioadhesién, adherencia de la células, aumento del crecimiento de células, inhibicién del crecimiento
bacteriano, y prevencion de la formacion de codgulo.

Los ejemplos de agentes terapéuticos y profildcticos apropiados incluyen compuestos inorgdnicos y organicos sin-
téticos, proteinas y péptidos, polisacaridos y otros azicares, lipidos, y ADN y secuencias de dcido nucleicos de ARN
que tienen actividades terapéuticas y profilacticas o de diagndstico. Las secuencias de 4cido nucleico incluyen genes,
moléculas de deteccién que se unen a ADN complementario para impedir la transcripcién, y ribozimas. Los compues-
tos con un amplio rango de peso molecular pueden ser encapsulados, por ejemplo, entre 100 y 500,000 gramos o més
por moles. Los ejemplos de materiales apropiados incluyen proteinas como anticuerpos, ligandos de receptor, enzimas,
péptidos como péptidos para adhesion, sacdridos y polisacdridos drogas orgdnicas o inorgénicas sintéticas, y acidos
nucleicos. Ejemplos de materiales que pueden ser encapsulados incluyen las enzimas, factores que coagulan la sangre,
inhibidores o agentes coagulantes que disuelven el coagulo como estreptoquinasa y el activador de plasminégeno de
tejido; antigenos para la inmunizacién; hormonas y factores de crecimiento; polisacaridos como heparina; oligonu-
cleétidos como oligonucledtidos de deteccion y ribozimas y vectores retrovirales para el uso en la terapia génica. El
polimero también puede ser usado para encapsular células y tejidos. Los agentes de diagndsticos representativos son
agentes de deteccién junto a rayo X, fluorescencia, formacién de imagenes por resonancia magnética, la radiactividad,
ultrasonido, tomagrafia computarizada (CT) y la emisidn de positron tomografia (PET). Los agentes de diagndstico
ultrasonido son normalmente un gas como aire, oxigeno o perfluorocarbono.

En el caso de liberacién controlada, un amplio rango de diferentes compuestos bioactivos puede ser incluido en un

dispositivo de lanzamiento controlado. Estos incluyen macromoleculas de alto peso molecular como proteinas hidro-
fobicas, hidrofilicas. Estos compuestos bioactivos tampoco pueden ser incorporados covalentemente o no-covalente-
mente. El perfil de liberacion puede ser ajustado modificando uno o més de los siguientes parametros: la naturaleza del
PHA; las propiedades del compuesto bioactivo; la naturaleza fisica del medicamento; y la naturaleza del dispositivo.
La frase “naturaleza del PHA” se usa aqui para representar, por ejemplo, la composicion, la estructura, y el peso mole-
cular del polimero o la mezcla de polimeros, incluyendo el entrecruzamiento y la cristalinidad. La frase “propiedades
del compuesto” se usa aqui para representar, por ejemplo, el peso molecular, la hidrofobicidad y la hidrofilicidad. La
frase “naturaleza fisica del compuesto” se usa aqui para representar, por ejemplo, el tamafio de la particula y la carga
del compuesto. El compuesto bioactivo puede ser incorporado en los PHAs en un por ciento que carga entre 0,1% y
70% por peso, preferentemente entre 5% y 50% por peso. La frase “naturaleza del dispositivo” se refiere a la forma
fisica del dispositivo, al espesor, y la forma, que pueden ser controlados por la técnica de fabricacion.

Los PHAs pueden degradarse sobre un periodo de tiempo tanto como cinco afios. La degradabildad estd en funcién
de las propiedades del polihidroxialcanoato, como la cristalinidad y la hidrofobicidad del polimero, y la sustitucién del
polimero con grupos que pueden promocionar la Hidrdlisis (como la copolimerizacién con el 4cido poliléctico, que
puede considerablemente reducir la degradacién en varias veces), tambien como la forma del dispositivo. Los PHAs
pueden estar en casi cualquier forma fisica, como un polvo, pelicula, relleno moldeado, particulas, esferas, latex, y
materiales cristalinos o amorfos. Pueden ser combinados con materiales no adicionales de PHA, por ejemplo, otros
polimeros. Son apropiados para el uso en aplicaciones que requieren degradaciones lentas, biocompatibles, materiales
moldeables por ejemplo, dispositivos médicos. Los ejemplos de dispositivos médicos que pueden ser preparados de
los polimeros incluyen varillas, tornillos de hueso, alfileres, suturas quirtrgicas, stents, dispositivos de ingenieria de
tejido, y dispositivos de entrega de medicamento y apésitos de heridas.

Los implantes degradables fabricados con los PHAs pueden ser usados en un amplio rango de aplicaciones orto-
pédicas y vasculares, la ingenieria de tejidos la regeneracion de tejidos controlada, y aplicaciones actuales que sirven
para otros elastémeros termoplasticos (McMillin, Rubber Chem Technol., 67: 417-46 (1994)). Los implantes pueden
incluir otros factores para estimular la reparacion y la curacién. Los dispositivos preferidos son tubos apropiados para
el paso de fluidos corporales. Estos dispositivos pueden ser modificados con los factores de adherencia de células, los
factores de crecimiento, los péptidos, los anticuerpos y sus fragmentos.

1. Métodos generales de preparar dispositivos médicos

Los métodos preferidos de fabricacién de dispositivos médicos incluyen el vaciado del solvente, proceso de ablan-
damiento, extrusion, inyeccién y moldeado por compresion, y secado. Las particulas son preferentemente preparadas
directamente de un proceso de fermentacién que esta basado en una técnica de evaporacién del solvente, técnica de
emulsion doble, o por microfluidizacién, usando métodos disponibles en la técnica. (Koosha, F. Ph.D. Dissertation,
1989, Univ. Nottingham, UK., Diss. Abstr. Int. B 51:1206 (1990); Bruhn, B.W and Miieller, B.W. Proceed. Intern.
Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 18:668-69 (1991); Conti, B. et al., J. Microencapsulation, 9:153-166 (1992); Oga-
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wa, Y. et al., Chem. Pharm. Bull., 36:1095-103 (1988); Mathiowitz, E. and Langer, R. “Polyanhydride microspheres
as drug delivery systems,” M. Donbrow Ed., in “Microcapsules Nanopart. Med. Pharm.” CRC, Boca Raton, Florida,
1992, Ch. §, pp. 99-123.).)

2. Métodos para fabricar dispositivos para curacion de heridas

Los PHAs pueden ser fabricados en dispositivos apropiados para la curacion de herida. Por ejemplo, materiales
tejidos no fibrosos para este propdsito que pueden estar preparado de polimeros que primero producen fibras de
polimero, presionando los polimeros a través de una salida perforada, usando procedimientos conocidos por aquellos
expertos de la técnica. Las fibras pueden ser fabricadas en una membrana porosa (material) difundiéndose en un
soporte sélido y sometido luego esta a un moldeado por compresion. El espesor del dispositivo es preferentemente
menor que 500 um. El dispositivo de curacién de herida también puede estar preparado perforando una pelicula o
membrana usando un l4ser que consiga porosidad, o usar una técnica de lixiviar para preparar un material poroso. Los
tamafios de poros deben ser ideales y lo suficientemente pequefios para cerrar la salida de las células y otro material
de tejido. Los dispositivos de curacién de herida pueden ser colocados in vivo para separar tejidos y estimular la
regeneracion de tejido.

3. Métodos de preparacion de membranas porosas

Las membranas porosas incluyen los PHAs que pueden ser preparados por una variedad de métodos conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, pueden ser preparados fundiendo el solvente de las soluciones de poli-
mero que contienen materiales lixiviados, y luego se lixivian a inclusiones solubles de los polimeros. Los materiales
lixiviados apropiados son sales simples no téxicas que se disuelven facilmente en medios acuosos. La porosidad de
las membranas puede ser controlada seleccionando algunos materiales lixiviados con tamafios de particulas diferen-
tes. Después de lavar, y opcionalmente esterilizar da como resultado las membranas porosas, las membranas pueden
ser incubadas en medios de cultivos de células y sembradas en células. Tales materiales pueden ser usados en la
reconstruccion de tejidos.

4. Preparaciones de nano o Microparticulas

En una realizacién, nano o microparticulas son preparadas en que se encapsulan una o mds agentes que serdn
entregados. Las particulas pueden ser usadas para entregar localmente o sistémicamente una variedad de agentes
terapéuticos en animales que pueden ser usados para propdsitos de diagndsticos. Las particulas fabricadas de PHAs y
de antigenos encapsulados pueden ser usados para inmunizacién. Las particulas preferidas tienen tamafios de particulas
de 50 um, preferentemente particulas menores de 10 um y son tomadas para los parches Peyer cuando se administra de
forma oral, y mds pequeiias si es para inyeccion. Los PHAs preferidos para esta solicitud son aquellos que pueden ser
fabricados en dispositivos de vacunas sin reducir significativamente la inmunogenicidad del antigeno. Preferentemente,
estos dispositivos incrementan la inmunogeniciad del antigeno.

5. Encapsulacion celular

Los PHAs pueden ser usados para encapsular células. Usando procedimientos conocidos por aquellos expertos en
la técnica, las células primero pueden ser pre-recubiertos. Maysinger, Reviews in the Neurosciences, 6: 15-33 (1995).
Usando un procedimiento de encapsulacion de particula tal como la técnica de emulsién doble, las células pueden
ser luego encapsuladas por PHAs. Ogawa, et al., Chem. Pharm. Bull., 36: 1095-103 (1988). Las células encapsuladas
pueden ser implantadas in vivo.

6. La fabricacion de injertos de PHA ingenieria de tejido

Los PHAs pueden ser fabricados en injertos de ingenieria de tejidos que se usan en un amplio rango de técnicas
de procesamiento de polimero. Los métodos preferidos de fabricacion de injertos de ingenieria de tejidos de PHA que
incluyen la entrega de solvente, el proceso de fundir, el procesamiento de fibra, hilar/tejer, la extrusion, la inyeccién y
la moldura de compresion, la laminacidn, y se lixivia el solvente y se derrite el solvente. Tales métodos son conocidos
por aquellos expertos en la técnica.

Un método preferido de fabricar un injerto de ingenieria de tejidos de PHA supone que se usa una extrusora, como
una extrusora de Brabender. Por ejemplo, esta técnica puede ser usada para preparar tubos extrudidos apropiados para
la implantacién en un rango de largos y tamaios.

Otro método preferido involucra la preparacién de un injerto PHA no tejido de fibras. Las fibras pueden ser fabri-
cadas desde el derretido o la solucién, y procesadas en no tejido usando métodos conocidos por aquellos expertos en la
técnica. Las propiedades del no tejido pueden ser adaptados por variaciones, por ejemplo, el material PHA, las dimen-
siones de fibra, la densidad de fibra, el espesor del material, la orientacion de la fibra, y el método de procesamiento
de la fibra.

Otro método preferido de preparar un injerto de ingenieria de tejidos de PHA que involucra el uso de una técnica
de lixiviar particulas para la preparaciéon de una membrana altamente porosa. La técnica supone dispersar particulas
en una solucién del polimero PHA, fundir la mezcla de PHA en un molde apropiado, evaporar el solvente, y disolver
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las particulas afuera de la membrana. Las propiedades y las caracteristicas de la membrana podrian ser variadas con-
siderablemente modificando, por ejemplo, la naturaleza y el tamafio de las particulas, aplicando y usando tratamientos
fisicos y quimicos diferentes durante la fabricacion, y cambiar el tipo de PHA y el solvente que usaron. Las particulas
apropiadas incluyen cristales de sal, proteinas como gelatina y agarosa, almidones, polisacdridos como alginatos y
otros polimeros. Los didmetros de las particulas pueden estar adecuadamente entre los nanometros y hasta 500 micras.
Las membranas porosas pueden, si se desea, ser procesadas adicionalmente. Por ejemplo, estas membranas pueden ser
formadas en fibra hueca.

Como una diferencia sobre la técnica de lixiviar particulas, los injertos de PHA pueden ser mezclados con particu-
las, y fundidos en un molde apropiado. Las particulas pueden ser luego lixiviadas para producir injertos de ingenieria
de tejidos apropiados.

Otro método preferido involucra fundir o procesar un solvente y un PHA apropiado en un molde apropiado y
perforando el material usando un laser y otros medios para seleccionar la porosidad deseada. También son preferidos
métodos que incluyen enrollar una hoja de PHA moldeada por compresién en un lazo y sellada por calor. La hoja de
PHA opcionalmente puede ser enrollada con otro material, como un segundo polimero biodegradable. Por ejemplo,
el dltimo material podria ser un no tejido del dcido poliglicolico, el 4cido de polilactico, o un copolimero de dcidos
glicdlicos y lacticos. Tal procedimiento debe proporcionar un tubo laminado apropiado para el uso en la ingenieria de
nuevos vasos, conductos y tubos.

Los PHAs también pueden ser usados para cubrir otros injertos de ingenieria de tejido. Tales materiales podrian ser
obtenidos de otros polimeros degradables. El recubrimiento puede ser llevado a cabo, por ejemplo, con una solucién
basada en solvente, o por la técnica de fundir, o usar un latex de PHA.

El injerto de ingenieria de tejidos también podria contener otros materiales de PHAs. Estos materiales pueden
modificar las propiedades, por ejemplo, fisicas y quimicas. Tales materiales podrian incluir plastificantes, agentes que
crean nucleos, y otros polimeros. Ademas, los injertos pueden ser fabricados para contener compuestos bioactivos,
compuestos detectables y excipientes.

El injerto de ingenieria de tejidos también podria contener otros materiales de PHAs. Estos materiales pueden
modificar las propiedades, por ejemplo, fisicas y quimicas. Tales materiales podrian incluir plastificantes, agentes para
formar nucleos, y otros polimeros. Ademds, los injertos pueden ser fabricados para contener compuestos bioactivos,
compuestos detectables y excipientes. Ejemplo de compuestos que pueden ser incorporados en injertos de ingenieria
de tejidos de PHA que incluyen agentes antiplaquetas tales como aspirina, dipiridamol, triclopidina, anticuerpo mono-
clonal c7E3, integrelina™, MK-852, MK-383, RO-44-9883; agentes antitrombdlitico tales como heparina, heparina
bajo peso molecular, R-hirudina, hiruloga, argatroban, efegatran, péptido anticoagulante Tick, y Ppack; agentes anti-
proliferativo tales como angiopeptina, ciprosteno, bloqueadores de calcio, colcicina, ciclosporina, citarabin, proteinas
de fusidn, Iloprost, quetaserina, prednisona, y trapidil; agentes inmunosupresivos; factores inhibidores del crecimien-
to de tejido fibroso; factores inhibidores de crecimiento canceroso; oligonucleotidos tales como genes, y secuencias
antisense; compuestos radioactivos; factores de crecimiento; sustancias que inducen tejidos; proteinas; péptidos; an-
ticuerpos y fragmentos de anticuerpos; biofarmacéuticos; y otros agentes activos designados para promover, asistir, y
sustentar crecimiento de tejido.

Los dispositivos de ingenieria de tejidos descritos aqui pueden estar sembrados con las células antes de la implan-
tacion o después de la implantacion. Las células pueden ser cosechadas de una seccién sana del tejido del donante,
expandidas in vitro usando una técnica de cultivo de células, y luego sembradas en un injerto (o matriz) antes 6 después
de la implantacién. Por otra parte, las células pueden ser obtenidas del tejido de otro donante o de lineas de células
existentes.

Ejemplos de células que pueden estar sembradas en los injertos de ingenieria de tejidos se incluyen hepatocitos
células pancredticas células intestinales, células de uroendotelio, células epitelial, células de piel (células epidérmis),
células de musculo, células de nervios, células de mesencimal, miocitos, condrocitos, adipocitos, fibromioblastos,
células ectodérmicas, y células de hueso. Las células podrian estar manipuladas genéticamente. Las células elegidas
son preferentemente disociadas, viables, y en suspension antes de la aplicacién al injerto. En el caso de los injertos
sembrados antes de la implantacién, las células deben ser suministradas con el tiempo suficiente para adherirse al
polimero del injerto antes de ser implantado. Por otra parte, el dispositivo de ingenieria de tejidos de PHA puede ser
implantado, prevascularizado, y luego sembrado con células, por ejemplo, la inyeccion.

Los PHAs pueden ser usado en aplicaciones de ingenierfa de tejidos para casi cada tejido, incluyendo higado,
cartilago, rifién, pulmoén, piel, corazén, vejiga, pancreas, hueso, uroepitelio, estructura suave del misculo (especial-
mente uréter y uretras), epitelio, traquea, tendon, pecho, arterias, venas, vilvulas de corazén, tubos gastrointestinales,
trompas de Falopio, conducto de bilis, eséfago, y bronquio.

Pueden ser también deseable usar los materiales de ingenieria de tejidos conjuntamente con otras terapias como la
terapia de genes, la radioterapia, y las terapias que requieren localizacion o entrega de un agente activo. La ingenieria
de tejidos puede ser usada para entregar factores expresados por células, por ejemplo, que pueden estar manipulados
genéticamente, si se desea para el tratamiento de las enfermedades.
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7. Uso de PHAs para recubrir dispositivos

Los PHAs pueden ser usados para recubrir otros dispositivos y materiales. Tales recubrimientos pueden mejorar
sus propiedades para la aplicacién médica, por ejemplo, mejorar su biocompatibilidad, las propiedades mecdnicas, y
adaptando su degradacién y perfiles de liberacién controlada. Los PHASs pueden ser recubiertos en otros dispositivos
que se usan en la fabricacién por los procedimientos descritos arriba. El espesor de la capa puede ser ajustado a las
necesidades de la aplicacion especifica cambiando el peso de la capa o la concentracién aplicada.

8. Fabricacion de Stents de PHA

Los PHASs pueden ser fabricados en stents usando un amplio rango de las técnicas de procesamiento de polimero.
Los métodos preferidos para fabricar stents de PHA incluyen la entrega de solvente, procesamiento de fundicion,
proceso de tejidos de la fibra, moldura por extrusidn, inyeccién, y la moldura por compresion. Tales métodos son
conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Un método preferido de fabricar un tronco involucra el extrudir tubos pequefios usando, por ejemplo, una extrusora
de Brabender™. Los tubos pueden ser hechos en un largo de longitud y tamafios. Preferentemente los tubos deben
tener superficies suaves para suministrar la buena compatibilidad y quedar bien contra las paredes del vaso. Si se desea
los tubos pueden ser perforados, por ejemplo, usando un rayo ldser o por otros medios.

Otro método preferido involucra el enrollar una hoja de PHA moldeada por compresion en un lazo y termosellada.
La hoja de PHA puede ser enrollada con otro material, opcionalmente como un segundo polimero biodegradable. El
ultimo podria ser una malla de acido polilactico, por ejemplo. Tal procedimiento suministra un stent laminado.

Los PHAs también pueden ser usados para recubrir materiales de stent existentes. Tales materiales podrian ser
polimeros metdlicos y no-degradable, o otros polimeros degradables no-PHA. Recubrimiento puede ser llevado a
cabo, por ejemplo, con una solucién solvente basada en, o por otra técnica de fundicién, o usando un latex de PHA.

El stent también podria contener materiales aparte de PHAs. Estos materiales pueden modificar las propiedades,
por ejemplo, fisicas y quimicas. Tales materiales podrian incluir plastificantes, agentes para formar nicleos, y otros
polimeros. Ademads, los injertos pueden ser fabricados para contener compuestos bioactivos, compuestos detectables
y excipientes. Ejemplo de compuestos que pueden ser incluidos en stent de PHA son agentes antiplaquetas tales como
aspirina, dipiridamol, triclopidina, anticuerpo monoclonal c7E3, integrelina™, MK-852, MK-383, RO-44-9883; agen-
tes antitromboliticos tales como heparina, heparina bajo peso molecular, R-hirudina, hirulogan, argatroban, efegatrana,
péptido anticoagulante Tick, y Ppack; agentes antiproliferativo tales como angiopeptina, ciprosteno, bloqueadores de
calcio, colcicina, ciclosporina, citarabin, proteinas de fusion, Iloprost, quetaserina, prednisona, y trapidil; compuestos
radioactivos, oligonucleotidos tales como genes, y secuencias antisense. Ademas el stents de PHA también puede
contener células, particularmente células manipuladas genéticamente, virus, y otros componentes terapéuticamentes
beneficiosa.

9. Convertir en blancos las particulas y dispositivos de PHA

Los PHAs pueden ser modificados para convertirse pasivamente en blancos después de la fabricacién como dis-
positivos o particulas. Opcionalmente, las particulas podrian contener compuestos bioactivos o sustancias detectables.
Los tamafos de particulas preferidos son menores que 100 um, preferentemente menos que 15 um. Las particulas
pueden ser modificadas para mejorar el blanco y prevenir la remocién de la circulacién por incorporacién covalente
o no covalente de moléculas adicionales. Ejemplos de moléculas que pueden ser incluidas para mejorar el blanco y
prevenir la remocién de la circulacién son los agentes activos de superficies, moléculas cargadas, y PEG.

Ademads para centrar pasivamente, los PHAs puede ser activamente centrado a un érgano en especial, a un grupo
de células dentro de un érgano, o a un sitio dentro de una célula activamente. Por otra parte, un dispositivo de implante
preparado de PHAs de baja fusion podria atraer activamente sustancias bioactivas, incluyendo las células. Usando los
procedimientos descritos para la modificacién covalente de PHAs de baja fusion y sus derivados, y €sos procedimientos
descritos para la fabricacién de dispositivos de PHA, moléculas blancos pueden ser enlazadas a a los polimeros. Por
ejemplo, secuencias blancos como péptidos y proteinas, como anticuerpos y sus fragmentos, pueden ser juntadas con
acidos carboxilicos liberados por la Hidr6lisis parcial del nodo central del polimero o presente en los grupos ramificado
del polimero. Otro acoplamiento quimico, conocido por aquellos expertos en la técnica, puede ser usado enlazando
covalentemente estas secuencias blancos y otros grupos funcionales diferentes sobre los PHAs.

Los grupos funcionales preferidos para enlazar moléculas blancos a PHAs son 4cidos carboxilico, aminas, tioles,
grupos alcoholes no saturados, y halégenos. Las moléculas blancos preferidas son los factores de enlace de células,
los anticuerpos, los fragmentos de anticuerpo, y los factores de crecimiento. Los dispositivos preparados de PHAs
de baja fusién que contiene las moléculas blancos activas pueden ser inyectados, implantados o entregados de forma
oral, y usados, por ejemplo, en aplicaciones de curacién de herida como la regeneracién de tejidos controlada, y la
quimioterapia.
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10. Esterilizacion

Antes de la implantacion, un relleno polimérico bioreabsorbido debe ser esterilizado para prevenir la enfermedad
e infeccidn del receptor. La esterilizacion es llevada a cabo antes de sembrar un dispositivo polimérico con células. La
esterilizacion por calor de PHA que contiene rellenos es a menudo poco practica debido a que el tratamiento por calor
podria deformar el relleno, especialmente si el PHA tiene una temperatura de fusion por debajo que la requerida por
el tratamiento de esterilizacion por calor. Este problema puede ser superado usando gas de 6xido de etileno frio como
agente de esterilizacion. La exposicién de un relleno que contiene el PHA por vapores de 6xido de etileno antes de
la implantacion se esteriliza el relleno y lo hace apropiado para la implantacién. Durante la esterilizacion con gas de
oxido de etileno frio, el relleno que contiene el PHA mantiene su forma. Este tipo de tratamiento satisface idealmente
la esterilizacion de moldeado, o rellenos pre-moldeados donde la forma del relleno tiene un papel importante en su
correcto funcionamiento.

Los vapores de 6xido de etileno también deben ayudar en la desintoxicacién de contaminantes de pir6geno de un
relleno que contiene el PHA. Cuando un agente alquilante fuerte, 6xido de etileno puede desintoxicar pirégenos a
través de un mecanismo de alquilacién. Este mecanismo de desintoxicacién es similar al de acilacién por un anhidri-
do o anhidrido mezclado. Por ejemplo, el tratamiento de pirdgenos o endotoxinas con anhidrido acético o anhidrido
succinico es un método conocido para desintoxicacién y despirogenizacién. El mecanismo de accién para la desinto-
xicacion de pirégenos por estos anhidridos se cree que es la conversion de los pirdgenos para un derivado no-téxico
via acilacion. El 6xido de etileno se comportard en una manera similar via alquilacién de los pir6genos.

III. Los métodos de usar rellenos de fabricacion

Los dispositivos descritos aqui pueden ser administrados sistematicamente o a nivel local, o usados in vitro, par-
ticularmente para cultivo de células. Los métodos preferidos de administrar los dispositivos sistematicamente son por
inyeccion, la inhalacién, la administracion oral y la implantacion. Los otros métodos apropiados para administrar
dispositivos incluyen administrar los dispositivos topicamente, como una locién, ungiiento, parche, o apdsitos. Los
polimeros también pueden ser incluidos en gomas de mascar, una técnica conocida por aquellos expertos en la técnica.
Rassing, Adv. Drug Delivery Rev., 13: 8§9-121 (1994). Los dispositivos de el PHAs preparados de acuerdo con los
procedimientos mds arriba pueden ser usados para a un amplio rango de aplicaciones médicas diferentes.

Las composiciones y métodos descritos aqui serdn comprendidos posteriormente con las referencias y no limitados
a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Despirogenizacion de un copolimero de ldtex de dcido R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-hidroxihexanoico con
peroxido de hidrégeno

Un copolimero del dcido R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-hidroxihexanoico, obtenido por fermentacién, con-
teniendo mds de un millén de unidades de endotoxinas por gramo (EU/gramo), como medida con el copolimero en
una forma de latex, fue despirogenizado.

El latex fue preparado disolviendo hexano extraido de el PHA en acetona (1% peso/volumen, 2,5 mL) y afiadiendo
por la via flameando la llama 5 mL de agua libre de pirégeno a 80°C. Después de 30 minutos a esta temperatura, la
muestra fue dividida en dos partes iguales: el control y la tratada. A la muestra tratada se adiciona 25 microlitros de
50% de peréxido de hidrégeno y la muestra fue hervida por una hora. Tanto el control como las muestras tratadas
fueron ensayadas para endotoxinas por la prueba de Limulus amebocite lysate (LAL) (Associates of Cape Cod, MA).

El contenido de endotoxinas del polimero después del tratamiento del polimero era menor de 6 EU/gramo.
Ejemplo 2

(Ilustra principio pero no dentro de las reivindicaciones)

Despirogenizacion de un copolimero sélido del dcido R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-hidroxihexanoico con el
peroxido de hidrégeno

Un copolimero del 4cido R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-hidroxihexanoico, obtenido por la fermentacion,
conteniendo sobre un millén UE/gramo, medido por la prueba de LAL, fue despirogenizado tratando el polimero en
grandes cantidades con perdxido de hidrégeno acuoso a 80°C en una reaccién bifésica.

El contenido de endotoxinas del polimero después del tratamiento del polimero es de 100 EU/gramo, medido como
un latex que usando la prueba del LAL.
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Ejemplo 3
(Ilustra principio pero no dentro de las reivindicaciones)

Despirogenizacion de células enteras incluyendo un copolimero del dcido de R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-
hidroxihexanoico con peroxido de hidrogeno

Una suspension de células enteras incluyendo un copolimero del dcido R-3-hidroxioctanoico y el acido de R-3-
hidroxihexanoico, obtenido por la fermentacidn, conteniendo sobre un millén EU/gramo medido por la prueba del
LAL, fue despirogenizado por el tratamiento con peréxido de hidrégeno acuoso (2% peréxido, 0,6% tensoactivo, 10%
solidos, pH de 7, 80°C) durante 3,5 horas.

Después del tratamiento, la composicion fue enfriada, centrifugada, lavado con una solucién de agente tensioactivo
acuoso, el agua, precipitada, peleteada por centrifugacién, y liofilizada. El contenido de endotoxinas del polimero
tratado era de 50 EU/gramo, medido como un l4tex por la prueba de LAL.

Ejemplo 4
Despirogenizacion de células enteras incluyendo dcido poli-R-3-hidroxibutirico con peroxido de hidrégeno

Una suspension de células enteras incluyendo 4cido poli-R-3-hidroxibutirico (PHB), obtenido por la fermentacion,
fue despirogenizado por el tratamiento con perdxido de hidrégeno acuoso (2% perdxido, 0,6% tensoactivo, EDTA,
10%, sélidos, pH de 7, 80°C) durante 3,5 horas. Después del tratamiento, la composicién fue enfriada, centrifuga-
da, lavada con una solucidon de agente tensoactivo acuoso, el agua, precipitado, peleteado por la centrifugacién, y
liofilizado.

El contenido de endotoxinas del polimero tratado fue menor que 0,12 EU/gramo, medido como un polvo usando
la prueba de LAL. En comparacién el contenido de endotoxinas de una muestra comercial de PHB fue mds mayor que
120 EU/gramo medido como un polvo.

Ejemplo 5 de referencia

Meétodo para preparar polihidroxialcanoato de alta pureza con un punto de fusion por debajo de 136°C usando
extraccion de cloroformo

Un copolimero del dcido de R-3-hidroxioctanoico y el 4cido R-3-hidroxihexanoico con un punto de fusién de 61°C,
obtenido por la fermentacién de Pseudomonas putida KT2442, fue extraido desde células liofilizadas con cloroformo.
La solucién de cloroformo fue filtrada a través de un filtro de microfibra de vidrio (2,7 um) para eliminar particulas.
La solucién fue concentrada, y el polimero se precipité via la adicién lenta de un exceso de diez veces de metanol.
El polimero fue disuelto luego en cloroformo y cubierto como una pelicula. El cloroformo fue permitido evaporarse
completamente, producir una pelicula polimérica.

Ejemplo 6 de referencia

Meétodo para preparar polihidroxialcanoato de alta pureza con un punto de fusion por debajo de 136°C usando
extraccion de hexano

Un copolimero del dcido de R-3-hidroxioctanoico y el 4cido R-3-hidroxihexanoico con un punto de fusién de
61°C, obtenido por la fermentacion de Pseudomonas putida KT2442, fue extraido de células liofilizadas con hexano.
La solucién de hexano fue filtrada a través de un filtro de microfibra de vidrio (2,7 um) para eliminar particulas. El
hexano fue eliminado por destilacién. El polimero fue disuelto en acetona, y el polimero se precipitd junto a la adicién
de un exceso diez veces de metanol. El polimero fue colectado, disuelto en acetona, y fundido como una pelicula. La
acetona fue permitida evaporarse para producir una pelicula totalmente polimérica.

Ejemplo 7 de referencia

Meétodo para preparar polihidroxialcanoato de alta pureza alto con un punto de fusion por debajo de 136°C usando
extraccion de acetona

Un copolimero del 4cido de R-3-hidroxioctanoico y el dcido R-3-hidroxihexanoico con un punto de fusién de
61°C, obtenido por la fermentacién de Pseudomonas putida KT2442, fue extraido de células liofilizadas con acetona.
La solucién de acetona fue filtrado a través de un filtro de microfibra de vidrio (2,7 um) para retirar particulas. La
acetona fue retirada por destilacion. El polimero fue disuelto en acetona, y el polimero se precipité junto a la adicién
del agua. El polimero fue colectado usando centrifugacién para ayudar en la separacion de las fases, se disolvié en
acetona, y se funde como una pelicula. La acetona fue permitida evaporarse para producir una pelicula totalmente
polimérica.
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Ejemplo 8 de referencia

Meétodo para preparar particulas de ldtex de polihidroxialcanoato de alta pureza con un punto de fusion por debajo
de 136°C

Células enteras que contenian un copolimero del 4cido R-3-hidroxioctanoico y el 4cido R-3-hidroxihexanoico con
un punto de fusién de 61°C, obtenido por la fermentacién de Pseudomonas putida KT2442, fue tratado con 2% de
peroxido de hidrégeno acuoso, SDS (0,6%), pH 7, 80°C, durante 3,5 horas. El latex fue enfriado, centrifugado y lavado
tres veces con una solucioén de 0,4%, SDS y luego lavado dos veces con el agua.

Ejemplo 9 de referencia

Biocompatibilidad de una composicion de polimero de polihidroxialcanoato con un punto de fusion por debajo de
136°C

Un copolimero del dcido R-3-hidroxioctanoico y el 4dcido R-3-hidroxihexanoico con un punto de fusién de 61°C,
obtenido por la fermentacion, fue fabricado en dispositivos y implantado subcutaneamente en ratones de sexo femenino
adultos. Los implantes fueron eliminados a las 2, las 4, las 8, las 12 y 40 semanas post-implantacién y se prepararon
para el examen histoldgico. La biocompatibilidad de los implantes fue valorado déterminando el titulo de la reaccién
de fibrética circundante a las muestras de tejidos y a la presencia de células inflamatorias.

El andlisis histologico mostrd la reaccién de tejidos minima sin macréfagos o presencia de histocitos, sugiriendo
que no habia sefial de inflamacidén crénica o respuesta de cuerpo foranea para el polihidroxialcanoato.

Ejemplo 10 de referencia

Degradacion in vivo de una composicion de polimero de polihidroxialcanoato con un punto de fusion por debajo de
136°C

El peso molecular del copolimero del Ejemplo 5 fue déterminado antes de la implantacién, y después de ser
implantado durante 40 semanas. Una muestra de un control no implantado fue verificada después de 40 semanas. El
peso molecular fue déterminado por GPC.

El peso de la masa molar promedio, Mw, del polimero antes de la implantacién era 137,000. Después de 40
semanas, aunque no habfa ninguna sefial visible de la degradacion o la pérdida de propiedades mecanicas, el Mw del
polimero fue alrededor de 65,000. El nimero de la masa molar promedio, Mn, del polimero antes de la implantacién
era 58,000 comparado con 31,000 después de 40 semanas de implantacion. Muestras adicionales fueron tomadas de
implantes para comparar los pesos moleculares en la superficie versus el interior de los implantes. Ninguna diferencia
importante fue observada, indicando una descomposicién hidrolitico homogénea lenta del polimero in vivo.

Ejemplo 11 de referencia
Liberacion controlada de un dispositivo preparado de PHAs de baja fusion

Dispositivos de liberacion controlada fueron fabricados de un copolimero del 4cido R-3-hidroxioctanoico y el 4ci-
do R-3-hidroxihexanoico con un punto de fusién de 61°C. Un medicamento modelo y el polimero se disuelven en
una concentracion 20% cloroformo peso/volumen y se funden en placas Petri pequefias. Después de estar en aire por
varios dias, las peliculas de polimero son obtenida que contienen el medicamento en la forma dispersa. Discos fueron
cortados de cada muestra de pelicula que usaba un tapon borer de 7/16”. Los dispositivos que contenian tres compues-
tos diferentes, que eran (por orden de incrementar lipofilicidad) B-hidroxiteofillina, prednisolona-21-hemisuccinato,
y lidocaina. Cada medicamento fue evaluado en tres cargas diferentes (peso/peso 4, 10, y 25%). Cada dispositivo,
pesando alrededor de 85 mg normalmente, fue depositado en un tubo de vidrio taponado y sumergido en tampon que
comprende 100 mM fosfato de sodio, 0,02% azida de sodio (filtrada estéril), pH = 7,4, en 2 ml y mantenida en 37°C.
Un dispositivo de control que contenia el polimero a solas fue incluido en los estudios para monitorear la degradacién
del polimero y la liberacién de impurezas. A intervalos regulares, una muestra fue retirada y reemplazada con un igual
volumen de tampdn fresco. La liberacion del compuesto fue monitoreado por espectroscopia de UV a las longitudes
de onda adecuadas (B-hidroxiteofillina [1 = 272 nm], prednisolona-21-hemisuccinato, A= 252 nm], y lidocaina [1 =
262 nm]), y los valores de liberacién fueron normalizados contra la cantidad total de medicamento liberado durante
el periodo de estudio. Para todos los dispositivos una cantidad importante del compuesto fue liberado en el primer
punto a las 24 horas. Después de esto para ambas S-hidroxiteofillina como lidocaina, el por ciento de liberacién del
medicamento todos los dias era inversamente proporcional a los porcentajes de la carga de medicamento.

Ejemplo 12 de referencia
Modificacion quimica de la pelicula de PHO

Una pelicula de PHO estaba cubierta con soluciones de DMSO de 5-(Biotinamido)-pentilamina (Pierce Chemical
Col. Producto # 212345) en una variedad de solventes organicos: isopropanol, acetonitrilo, metanol, etanol, y carbo-
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nato de propileno. El reactivo de biotina contiene un grupo de amino principal fijado a un conector penta-metileno.
Este grupo de amino puede causar las reacciones de aminolisis con la cadena central de poliéster del PHA, resultaando
en escision de la cadena del polimero y enlace covalente de la biotina. Después de biotinilacidn, el reactivo en exceso
se lleva y la cantidad de la biotinilacién fue cuantificada usando ELISA (ensayo inmunoenzimético) las técnica con
un sistema de peroxidasa/quimiluminescencia de estreptavadina. La fuerza de la sefial, es proporcional a la cantidad
de biotina, es deramificado sobre el solvente usado e incrementa en la serie: isopropanol mayor que acetonitrilo que es
mayor que metanol, mayor etanol que el carbonato de propileno. Controles de solventes fueron llevados a cabo para
demostrar la dependencia de la sefial sobre el reactivo de biotina.

Ejemplo 13 de referencia
Modificacion de gas plasma de pelicula de PHO

Peliculas de PHO eran gas plasmatratado en dos plasmas diferentes, amoniaco y oxigeno. Estos plasmas se esperan
que presenten grupos funcionales nuevos amino y carboxil, respectivamente. Estos grupos funcionales pueden actuar
como sitios para la unién covalente de agentes bio-activos, como una proteina. El tratamiento de superficie se encontrd
que incrementa la permeabilidad al agua de la pelicula de PHO comparado con la de PHO sin tratar. Este resultado es
una sefial poderosa de la modificacién de superficie. Proteina (IgG de conejo) fue acoplado a las peliculas que usaban
una solucién acuosa de la proteina y el EDC de reactivo de apareamiento covalentemente. La cantidad de proteina
acoplada fue cuantificada usando un anticuerpo de conejo en cabra, el sistema de peroxidasa/quimiluminiscencia. La
fuerza de la sefial se encontr6 que es proporcional a la cantidad de IgG de conejo dada a la superficie. Controles (EDC,
IgG de conejo) fueron llevados a cabo para demostrar la dependencia de la sefial sobre estos dos componentes.

Ejemplo 14 de referencia
Dispositivos de ingenieria de tejidos tubulares

Dispositivos tubulares de ingenieria de tejidos pueden desempefiar una variedad de funciones para la sustitucién
de tejidos tubulares, biol6gicos, como injertos vasculares, vdlvulas de corazén, uretra, intestinos, tubos de crecimiento
del nervio, conductos, miisculos de esfinter, envainas de piel, etc. Cuando los PHAs son materiales semi-cristalinos,
termopldsticos, un dispositivo de PHA tubular puede ser constituido en una variedad de maneras, como extrusion,
moldura, compresion, y dar forma desde una solucién usando solucién que produce las técnicas de fundicién. Después
de formar el PHA en la forma deseada y permitir que el PHA se cristalice, un relleno de PHA mantendra su forma
para usar como un relleno de ingenieria de tejido.

El PHO fue compresionado en una pelicula fina entre dos cortinas de Mylar™. Una prensa Carver en una teme-
patura de platina de 60°C fue usado para proporcionar 1 tonelada de presion durante 20 segundos. Los separadores
del espesor apropiado son usados para controlar el espesor de pelicula. La pelicula presionada fue colocada en un
refrigerador a 4°C toda la noche para permitir que el PHO se cristalice. La pelicula de PHO fue retirada del Mylar™
apoyando las ldminas y llegé a una forma de tubo cilindrico, el soporte Teflon™. El didmetro de soporte fue elegido
para que produjera un tubo de un tamafo y el didmetro deseado. Los bordes de la pelicula en la costura fueron cerra-
dos usando compresion, sin embargo, las costuras también pueden ser cerradas via soldadura, se funde, o disolven los
bordes parcialmente juntos. El tubo fue permitido solidificarse antes del retiro del soporte.

Ejemplo 15 de referencia
Dispositivos de ingenieria de tejidos porosos

Es deseable utilizar un material poroso para muchas aplicaciones de ingenieria de tejido. Hay algunas ventajas
para usar un material poroso como la mejor difusion de fluidos y nutrientes al drea de superficie que aumenta la
adherencia celular y aumenta la degradacién mas rdpida, y mayor contacto del tejido. Para muchas aplicaciones de
ingenieria de tejido, se desea utilizar poros que son aproximadamente 50 a 200 um en el didmetro (para siembra de
células, los espaciados intersticiales preferidos en el orden de 100 a 300 micras no son anormales), sin embargo, la
porosidad 6ptima, tamafio de poro y densidad de un material poroso variard dependiendo de su aplicacion prevista. Los
poros pueden ser introducidos en un material polimérico que usa una variedad de técnica como agentes espumantes, el
procesamiento de fibras dentro de estructuras tejidas o no tejidas, la separacion de fase se deslavan. Las estrategias de
deslavado involucra el dispersar un material macizo (como sal) dentro del polimero. El material sélido se selecciona
de forma tal que sea mal soluble en el polimero y se elimina facilmente por deslavado. El sélido puede ser una
material inorgdnico u orgéanico, por ejemplo, una sal, azicar, proteina, o polimero. Después de dispersar el s6lido en
el polimero, la mezcla puede ser constituida en la forma deseada. Después de formular una estratagema de la mezcla
de polimero-sélido, el sélido es disuelto de forma selectiva usando un solvente en que el sélido es soluble pero en que
el polimero es mal soluble. Las particulas s6lidas se disuelven para dejar poros vacios. El tamafio, la distribucidn, y el
por ciento de peso de las particulas puede ser elegidos para que producir materiales con un rango de porosidades.

Un tubo de PHA poroso fue hecho. El PHO estaba fundido y mezclado con particulas de sal cernidas en una pro-
porcién de peso de 1 a 2 para producir una mezcla homogénea. Las particulas de sal usadas habian sido cernidas entre
80 y 180 um, sin embargo el tamafio de particula, la distribucién y el peso por ciento podria ser variado dependiendo
del tamafio de poro deseado y la densidad. La mezcla de PHO/sal fue presionada en una pelicula fina entre dos cortinas
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de Mylar™. Una prensa Carver a una temperatura de platina de 60°C fue usada para proporcionar 1 tonelada de pre-
sién durante 20 segundos. Separadores del espesor apropiados fueron usados para controlar el espesor de la pelicula.
La pelicula comprimida fue colocada en un refrigerador a 4°C toda la noche para permitir que el PHO se cristalice. La
pelicula de PHO/sal fue retirada del Mylar™ apoyando ldminas y 1legé a una forma de tubo sobre uno cilindrico, el
soporte de Teflon™. El didmetro de soporte fue elegido para que produjera un tubo de un tamafio y el didmetro desea-
do. Los bordes de pelicula en la costura fueron cerrados usando compresidn, sin embargo, las costuras también pueden
ser cerradas via soldadura, se funden o disuelven los bordes parcialmente juntos. El tubo fue permitido solidificarse y
lo fue remojar en un bafio de agua con los cambios frecuentes del agua para disolver a la sal. Después de exhaustivo
lixiviando de la sal, un tubo poroso del PHO quedaba. El tubo poroso tenia propiedades que lo hacen apropiado para
usar como un injerto vascular.

Ejemplo 16 de referencia
Construccion de una vdlvula de corazon de PHA

Dispositivos de ingenieria de tejidos de PHA pueden desempefiar una variedad de funciones para la sustitucién de
tejidos bioldgicos complejos, que incluyen vélvulas, 6rganos, y tejidos esqueleticos. Como los PHAs son materiales
semi-cristalinos, termopldsticos, un dispositivo de PHA puede estar constituido de una variedad de maneras como
extrusién, moldura, presién, y da forma o desde una solucién que usa solucién de técnicas de fusién. Después de
formar el PHA en la forma deseada y permitir que el PHA se cristalice, una particula de PHA mantendrd su forma
para usar como un dispositivo para ingenieria de tejido.

Una valvula de corazén de PHA porosa fue hecha. El PHO estaba fundido y se mezclé con particulas de sal en
una proporcioén de 1 a 2 pesos para producir una mezcla homogénea. Las particulas de sal habian sido cernidas entre
80 y 180 um, sin embargo, el tamafio de particula, la distribucién y el peso por ciento podria ser variado dependiendo
del tamafio del poro deseado y de la densidad. La mezcla de PHO/sal fue compresionada en una pelicula fina entre
dos hojas de Mylar™. Una prensa Carver a una temperatura de platina de 60°C se usa para suministrar 1 tonelada
de presion durante 20 segundos. Los separadores de espesor apropiado fueron usados para controlar el espesor de
pelicula. La pelicula compresionada de PHO fue colocada en un refrigerador a 4°C toda la noche para permitir que el
PHO se cristalice. La pelicula PHO/sal fue removida del Mylar™ apoyando las ldminas. Una pelicula de sal/PHO de
aproximadamente 250 um de espesor se usa para formar cada una de las tres laminillas de la vdlvula. Las laminillas
fueron cortadas en la forma deseada, que se aproximaba a una laminilla biolégica. Las laminillas fueron soldadas sobre
otra pelicula de sal/PHO que sirve de conducto cilindrico. La pelicula de conducto tiene 1 mm de espesor y se hace la
mezcla de la misma composicién como las laminillas de sal/PHO. La soldadura fue llevada a cabo usando un electrodo
calentado a 50°C para fundir el PHO junto en las costuras. Las laminillas fueron colocadas usando una vélvula de
coraz6n natural como modelo. El conducto fue soldado en la forma de un tubo para completar la construccién de la
valvula. La valvula fue permitida solidificarse a 4°C toda la noche. Después del exhaustivo deslavado de la sal en un
bafio de agua, quedaba una vélvula de corazén de PHO porosa. Las laminillas de valvula tienen muy buena flexibilidad
y la vélvula tiene muy buena manipulabilidad.

Ejemplo 17 de referencia
Siembra de células de materiales de PHA

Antes de la implantacion los materiales de ingenieria de tejidos pueden ser sembrados con células para aumentar
su biocompatibilidad y/o promover el crecimiento de un tejido deseado. Las células usadas son seleccionadas del
tipo de tejidos apropiado y son preferencialmente cosechadas de los pacientes para minimizar el rechazo de tejido, sin
embargo, las células pueden venir desde un banco de células. Adicionalmente, compuestos bioactivos que estan directo
en el crecimiento de un tejido deseado, como proteinas adheridas a las células, pueden ser incorporados dentro o sobre
antes de sembrar e implantar células en un material de ingenieria de tejido. Por lo tanto el material de ingenieria de
tejidos sirve de un soporte sélido, para organizar las células para el crecimiento correcto. Después de sembradas las
células, las células pueden ser crecidas in vitro sobre la construccion del tejido hasta llegar a la densidad de células
deseada.

Una muestra de PHO porosa fue esterilizada en gas de 6xido de etileno. El polimero fue sembrado con células de
endotelio bovinas en suero bovino fetal y luego incubadas in vitro a 37°C con 5% diéxido de carbono. Después de 24
horas, las células fueron fijadas a la muestra. El examen microscopico de la muestra demostraba buen apego celular y
biocompatibilidad.

Ejemplo 18 de referencia
Modificacion de superficie de una pelicula de PHA

Las propiedades de superficie de un dispositivo de ingenieria de tejidos son muy importantes, ya que la superfi-
cie es la interface entre el tejido viviente del hospedero y el dispositivo implantado. La modificacion de la superficie
puede presentar una nueva funcionalidad a la superficie de polimero sin modificar significativamente las propieda-

des en grandes cantidades del polimero. Algunas propiedades de la superficie que pueden ser modificadas incluyen
hidrofobicidad, hidrofilicidad, mojabilidad, adhesion celular para un dispositivo y la carga de la superficie. Es pre-
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ferido ajustar que las propiedades de superficie de un dispositivo convengan a su aplicacioén prevista. Por ejemplo, a
menudo es preferido maximizar la adhesion celular a un dispositivo. En tal caso, la superficie del dispositivo podria
estar cubierta con un compuesto bioactivo o péptido que promociona adehesién celular, como fibronectina, laminina
o gelatina. Estos compuestos bioactivos podrian ser covalentemente o no-covalentemente a la superficie, dependiendo
de la aplicacion.

El tratamiento de gas plasma fue usado para modificar la superficie de una pelicula de PHA fijada. Para prevenir el
derretido de la muestra durante el tratamiento, las condiciones fueron disefiadas para mantener el calentamiento en un
minimo. Una pelicula de PHO fue tratada con un gas plasma de amoniaco, a 250 micrones con un flujo de 350 SCCM
a 220 watts de potencia durante 10 minutos. Normalmente, el tratamiento de plasma covalentemente modifica la
superficie del material. Después del tratamiento, la modificacion de la superficie fue confirmada por el andlisis ESCA.
La incorporacién estable de aproximadamente 8% de nitrégeno fue alcanzada. Después del tratamiento, las muestras
fueron guardadas a 4°C y RT. Mojabilidad de la superficie fue déterminada por las mediciones del 4ngulo de contacto
de agua. E1 PHO sin tratar tiene un dngulo de contacto alto (aproximadamente 95°). Después del tratamiento el dngulo
de contacto disminuy6 dramdticamente a aproximadamente 20 a 30°, demostrando un aumento en mojabilidad. Los
angulos de contacto de las muestras tratadas y sin tratar fueron al menos 30 dias estables, demostrando la estabilidad
de la modificacién de la superficie. El andlisis ESCA fue repetido después de la estabilidad de treinta dias y confirmada
la modificacién de la superficie.

Ejemplo 19 de referencia
Adherencia de materiales Bioactivos para PHA

Un dispositivo usado para ingenieria de tejidos puede incluir un compuesto bioactivo(s) dentro o sobre su super-
ficie. Los compuestos representativos que se incluyen son los factores de crecimiento para estimular el crecimiento
de tejido, proteinas celulares adheridas para promocionar tejido adherido, o anti-coagulantes que previenen la trom-
bogenésis. Adicionalmente, los compuestos que pueden ser incluidos para reducir la respuesta inmune, identifican el
material para la posterior recuperacion, aumenta la biocompatibilidad, entrega del mismo medicamento.

Un compuesto bioactivo fue fijado a una superficie de PHA, de la siguiente manera. Una pelicula de PHO fue
modificada con un compuesto biolégicamente activo, biotina, después del tratamiento de gas plasma de amoniaco.
Una solucién acuosa que contenia una forma activada de biotina fue aplicada a la pelicula de PHO tratada. El derivado
de biotina contenia un grupo funcional N-éster de hidroxisuccinimida que lo activa por la acilacién. Después del
tratamiento con NHS-biotina, la superficie de la pelicula fue lavada con agua, extinguiendo con glicina y bloqueando
con 0,1% gelatina. La deteccién con un conjugado de strepavidina y peroxidasa picante de una solucién de deteccién
quimilucente de HRP demuestra la modificacion de biotina de la superficie. Una pelicula de PHO sin el tratamiento de
gas plasma de amoniaco fue usada como un control y no demuestra ninguna modificacion de biotina bajo condiciones
idénticas.

Ejemplo 20 de referencia
Prueba de un ldtex Hipoalergénico

Una muestra de 60 cm? de PHO fue ensayada para sensibilizacién de la piel de acuerdo al método estandar ASTM
F720. La muestra, 3 mm en espesor, fue extraida con salino a 50°C durante 72 horas (20 mL). Cobayos, previamente
sometidos a dos pasos de induccion (21 dias) fueron expuestos sobre su piel parches remojados con un extracto salino,
puro salino, o una solucién de control positivo (5% oxazolona en acetona). Después de 24 horas, los parches fueron
retirados, y las cobayas fueron examinadas en busca de una reaccion de la piel después de 1, 24 y 48 horas. No habia
la formacién de escara, eritema discernible con el extracto de PHO o el puro salino, todos los controles positivos
indicaban bien definida la formacién de una escara y eritema grave dentro de una hora.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo médico biocompatible que consta de una composicién de un polimero polihidroxialcanoato, en
el que:

el polihidroxialcanoato incluye entre 100 y 100,000 unidades de la férmula

OCR'R}(CR*R*),CO

en el que n es un ndmero entero entre 1 y 15,y

R!, R%, R?, y R* son seleccionados independientemente de los grupos que consisten de hidrégeno, metil, alquilo
C,_;5 lineal, ramificado 6 ciclico, grupos alquenilo 6 alquinilo, grupos alcarilo, grupos aralquilo, grupos heteroalquilo,
grupos heteroarilo, grupos hidroxi, grupos tiol, disulfuros, grupos éter, grupos tioléter, grupos éster, grupos acidos
carboxilicos, grupos amino, grupos amido, hal6genos, radicales nitrégeno-sustituidos; y radicales oxigeno-sustituidos;
el polihidroxialcanoato contiene al menos 20 unidades de endotoxinas/gramo; y los nivles de pir6genos son al menos
de 20 unidades de endotoxinas (EU) por dispositivo.

2. Un método para producir una composicién de polimero polihidroxialcanoato biocompatible que consiste en:

seleccionar una composicion de polihidroxialcanoato en la que el pirégeno esta presente debido al proceso por el
cual se hace el polihidroxialcanoato, el polihidroxialcanoato incluye entre 100 y 100,000 unidades de la férmula

OCR'R*(CR*R*),CO

en la que n es un ndmero entero entre 1 y 15,y

R!, R2, R?, y R* son seleccionados independientemente de los grupos que consisten en hidrégeno, metilo, alquilo
C,_;5 lineal, ramificado 6 ciclico, grupos alquenilo 6 alquinilo, grupos alcarilo, grupos aralquilo, grupos heteroalquilo,
grupos heteroarilo, grupos hidroxi, grupos tiol, disulfuros, grupos éter, grupos tioléter, grupos éster, grupos acidos
carboxilicos, grupos amino, grupos amido, hal6genos, radicales nitrégeno-sustituidos; y radicales oxigeno-sustituidos;

y

se elimina pirégeno del polihidroxialcanoato por exposicion del polihidroxialcanoato al calor y a un agente oxidan-
te, el agente oxidante no se degrada significativamente o altera la naturaleza fisico quimica del polihidroxialcanoato,
el polihidroxialcanoato contiene al menos 20 unidades de endotoxinas/gramo.

3. El dispositivo de la reivindicacién 1 o el método de la reivindicacién 2 en el que el polihidroxialcanoato es
preparado por fermentacién bacteriana.

4. El dispositivo o el método de la reivindicacion 3, en el que la bacteria es una bacteria Gram negativa.

5. El dispositivo o el método de una cualquiera de una de las reivindicaciones precedentes, en el que el agente
oxidante es un peréxido.

6. El dispositivo o el método de una cualquiera de una de las reivindicaciones precedentes, en el que el polihidro-
xialcanoato es quimicamente modificado u obtenido.

7. El dispositivo o el método de la reivindicacién 6 en el que una molécula blanco o adherida se acopla al polihi-
droxialcanoato covalentemente.

8. El dispositivo de la reivindicacién 1 en el que el polimero es una mezcla de polihidroxialcanoato o copolimero.

9. El dispositivo de la reivindicacién 1 o el método de la reivindicacién 2 en el que el polihidroxialcanoato tiene
un punto de fusién o una temperatura de transicion vitrea menor que 136°C.

10. El dispositivo de la reivindicacién 1 como una formulacién de latex acuosa, o el método de la reivindicacién 2
en el que la composicién es una formulacién de latex acuosa.

11. Un método de formacién de un dispositivo médico biocompatible que consta de:
(a) producir una composicién de polihidroxialcanoato biocompatible por un método que comprende:
(i) seleccion de la composicion de un polihidroxialcanoato en el que el pir6geno esta presente debido al proce-
so por el cual el polihidroxialcanoato se hace, el polihidroxialcanoato incluye entre 100 y 100,000 unidades

de la féormula
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OCR'R*(CR*R%),CO

en el que n es un ndmero entero entre 1 y 15,y

R!, R2, R?, y R* son seleccionados independientemente de los grupos que consisten de hidrégeno, metilo, alquilo
C,_;5 lineal, ramificado 6 ciclico, grupos alquenilo 6 alquinilo, grupos alcarilo, grupos aralquilo, grupos heteroalquilo,
grupos heteroarilo, grupos hidroxi, grupos tiol, disulfuros, grupos éter, grupos tioléter, grupos éster, grupos acidos
carboxilicos, grupos amino, grupos amido, halégenos, radicales nitrégeno-sustituidos; y radicales oxigeno-sustituidos,

y

(i1) eliminacién de pirégeno del polihidroxialcanoato por exposicién del polihidroxialcanoato al calor y a un
agente oxidante, en el que el agente oxidante no degrada significativamente o altera la naturaleza fisi-
co quimica del polihidroxialcanoato, el polihidroxialcanoato contiene al menos 20 unidades de endotoxi-
nas/gramo; y

(b) formacién del dispositivo, en el que el nivel de pirégeno es menor que 20 unidades de endotoxinas (EU) por
dispositivo.

12. El método de la reivindicacién 11 en el que el polimero ha sido quimicamente modificado.

13. El método de la reivindicacion 11, en el que el dispositivo estd en una forma seleccionada entre el grupo que
consta de stents, recubrimientos sobre dispositivos protésicos, suturas, grapas, y tuberia.

14. El método de la reivindicacion 11, en el que el dispositivo estd en una forma seleccionada entre el grupo que
consta de dispositivos de regeneracion de tejido, dispositivos de cultivos de células, apésitos de heridas, y recubri-
miento de células o tejidos.

15. El método de la reivindicacién 11, en el que el dispositivo es una membrana porosa.

16. El método de la reivindicacién 11, en el que el dispositivo estd en forma de microparticulas o nanoparticulas.

17. El método de la reivindicacién 11, en el que el dispositivo comprende un material seleccionado entre el grupo
que comprende agentes terapéuticos, profilacticos y de diagndsticos.

18. El método de la reivindicacidn 17, en el que el agente terapéutico esta seleccionado entre el grupo que compren-
de péptidos y proteinas, dcidos nucleicos, sacaridos y polisacaridos, lipidos, moléculas de medicamentos sintéticas, y
agentes de obtencién de imédgenes.

19. El método de la reivindicacion 17, en el que el dispositivo se formula para la administracién a una superficie
de mucosa.

20. El método de la reivindicacién 11, en el que el polihidroxialcanoato es una mezcla de polimeros o un copoli-
mero.

21. El método de la reivindicacién 20, en el que el polimero estd mezclado o copolimerizado con un polimero
biodegradable.

22. El método de la reivindicacion 21, en el que el segundo polimero no es un polihidroxialcanoato.

23. El método de la reivindicacién 11, en el que las moléculas estdn enlazadas al polimero, y las moléculas son
seleccionadas del grupo que comprende las moléculas que son bioactivas, moléculas que pueden ser detectadas, mo-
léculas que pueden ser blancos, y moléculas que afectan la carga, lipofilicidad o hidrofilicidad de la particula.

24. El método de la reivindicacién 23 en donde las moléculas blancos son seleccionadas entre los grupos que
consisten en compuestos especificamente reactivos con un componente de la superficie de la células, anticuerpos y

fragmentos de anticuerpos.

25. El método de la reivindicacién 11, en el que el polimero es modificado para reducir el consumo por el sistema
reticulo endotelial.

26. El método de la reivindicacidén 11, en el que el dispositivo es para ingenierfa de tejidos que consta ademds de
una siembra de células sobre, o dentro del dispositivo.

27. El método de la reivindicacién 11, el que comprende el uso del dispositivo ademads en rellenos de fabricacion
de un medicamento para tratar un ser humano o animal con necesidad de un dispositivo médico biocompatible.
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28. El método de la reivindicacién 27, en el que el medicamento es para implantar el dispositivo sobre tejidos para
formar piel equivalente.

29. El método de la reivindicacion 11, en el que el dispositivo se forma en una prétesis de hueso.

30. El método de la reivindicacion 29, en el que los materiales de relleno son mezclados con el polimero en una
cantidad efectiva para aumentar la fortaleza de la prétesis de hueso.

31. El método de la reivindicacion 11, el que comprende el mezclado ademds con el polimero estructural y mate-
riales adhesivos para formar un revestimiento de hueso.

32. El método de la reivindicacién 11, en el que el polihidroxialcanoato tiene un punto de fusién o una temperatura
de transicion vitrea menor que 136°C.

33. Un polihidroxialcanoato como el definido en la reivindicacién 1 para uso en las preparaciones de un dispositivo
médico biocompatible.

34. El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que el dispositivo estd en una forma seleccionada del grupo que
comprende dispositivos de entrega de medicamentos, diagndsticos o profildcticos.

35. El dispositivo de la reivindicacion 1 en forma de un corazén protésico seleccionado entre el grupo que com-
prende valvulas de corazon, laminillas y anillos de corazén.

36. El dispositivo de la reivindicacién 1 en forma de un injerto periodontal.

37. El dispositivo de la reivindicacion 1 en forma de un parche pericardico.
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