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Relatorio Descritivo da Patente de Invencédo para "USO DE UM
POLIMERO CONTENDO GRUPO TIOL E IMPLANTE".

A presente invencao se refere ao uso de polimeros para aumen-
to de tecido para razdes médicas e cosméticas.

Para o aumento de tecidos, polimeros tipo, por exemplo, acido
hialurénico reticulado com compostos de éter e éster (reticulados com sulfo-
na de divinila: WO 2006/056204; reticulacdo com aldeidos: US 4.713.448;
reticulados com compostos de ep6xi multifuncionais: EP 0 161 887) sdo ge-
ralmente usados. Depois de implantagéo no corpo humano, estes compostos
podem resultar em reacdes inflamatérias, reacdes alérgicas e reacdes de
corpo estranho (Parade e outro, Skinmed. 4 (2005) : 345-349; Lemperle e
outro, Plast. Reconstr. Surg. 118 (2006): 92S-107S). Tais processos inflama-
térios podem resultar no desenvolvimento de compostos de oxigénio reativo.

A ativacdo de compostos de oxigénio para compostos de oxigé-
nio reativo (radicais livres e espécies de oxigénio de nao radical) é parte dos
processos metabdlicos normais dentro da estrutura de processos celulares,
reacdes de auto-oxidacdo e reacbes enzimaticas. Causas adicionais para a
formacdo de compostos de oxigénio reativo sdo, por exemplo, processos
inflamatorios, lesdes de articulacéo e tecido, assim como fatores ambientais
exogénicos, tais como radiacdo de UV, fumaca de cigarro, exposicao a radi-
acdo e ozbnio. Normalmente, nesse sentido, existe um equilibrio entre pro-
cessos oxidativos e redutivos. Se, no entanto, as reagdes oxidativas preva-
lecem, um estresse oxidativo (condi¢cdo oxidativa) se desenvolvera. Pelo
ataque dos radicais livres, lipideos, proteinas e DNA ficam danificados. Este
dano é, entre outras coisas, provavelmente a causa de mudancas e doencas
relacionadas a idade, por exemplo, do envelhecimento de pele, diabetes,
doencas vasculares e doengas neurodegenerativas.

Radicais livres, tais como radicais de hidroxila, em muitos casos
sdo corresponsaveis por doencas inflamatorias, por exemplo, pelo desenvol-
vimento e perpetuagdo de doencas inflamatodrias das articulagdes, tais como

artrite reumatoide. Dentro do estabelecimento de uma artrose, radicais livres
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causarao a degradagéao de acido hialurénico no fluido sinovial, resultando em
uma diminuicdo na viscosidade e no efeito lubrificante do fluido sinovial
(Lepperdinger e outro, in Chemistry and Biology of Hyaluronan (2004): 71-
82).

Normalmente, também o liquido lacrimal contém eliminadores de
radical, tais como, por exemplo, cisteina, acido ascérbico e glutationa redu-
zida, e enzimas antioxidantes, tais como, por exemplo, lactoferrina e lisozi-
ma, a fim de proteger a superficie ocular contra dano oxidativo por radicais
livres (radicais de hidroxila, por exemplo) (Rose e outros, Proc. Soc . Exp.
Biol. Med. 217 (1998): 397-407).

Pela remogéao de radicais livres por meio de eliminadores de ra-
dical, processos inflamatérios podem ser inibidos. Fungdes protetoras endo-
genas contra compostos de oxigénio reativo sdo realizadas por enzimas, tais
como catalase, superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx),
assim como glutationa reduzida (GSH) e proteinas de formacgao de ferro e
cobre (por exemplo, ferritina, albumina, lactoferrina). Antioxidantes exégenos
importantes sao acido ascorbico e derivados, tocoferol e retinéides. A maior
parte dos medicamentos moleculares pequenos anti-inflamatérios, tais co-
mo, por exemplo, Diclofenaco e Piroxicam, também possuem propriedades
de eliminagao de radical (Aruoma and Halliwell, Xenobiotica 18 (1988): 459-
470).

Acido hialurénico, o qual & usado frequentemente para aumento
de tecido, exibe, ele proprio, um efeito anti-inflamatério menor e € um elimi-
nador fraco de radicais de hidroxi. A fim de aumentar o efeito antioxidativo
de acido hialurénico e reduzir reagbes inflamatoérias depois da injegao de
acido hialurénico, a aplicagdo combinada de acido hialurénico com manitol
foi proposta (WO 2004/073759). No entanto, este tipo de aplicagéo € des-
vantajosa porque manitol pode difundir-se através do depésito de acido hia-
lurénico. Em um método adicional, a enzima superéxido dimutase foi conju-
gada ao acido hialurénico, o que resultou em uma diminuigéo de atividade
de enzima de 30% (Sakurai e outro, Glycoconj J. 14 (1997): 723-728). Ainda

que ambas as propostas aumentem o efeito antioxidativo de acido hialuréni-
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co, o efeito desejado permanece durante um curto periodo de tempo porque
a reabsorgao do acido hialurénico nao é reduzida. Acido hialurénico ndo mo-
dificado, isto &, acido hialurénico nao reticulado, é reabsorvido dentro de
uma dupla de horas ou dias depois de sua implantagédo dentro do corpo hu-
mano.

Por esse motivo, € um objetivo da presente invencgao fornecer
compostos para aumento de tecido que, por causa de suas propriedades de
eliminacao de radical e de complexagéo de ion de metal multivalente, pos-
suem um efeito antioxidante e, simultaneamente, sdo caracterizados por um
tempo de permanéncia mais longo no sitio de aplicagao.

Por esse motivo, a presente invencao refere-se ao uso de um
polimero contendo grupo tiol para produgao de um implante para o aumento
e estabilizagao de tecido, em que o polimero é um polissacarideo, que € de
preferéncia biodegradavel. A aplicagdo ocorre, de preferéncia, por meio de
injecao subdérmica, intradérmica, subcutanea ou intramuscular.

Foi constatado que polimeros contendo grupo tiol, isto €, com-
postos de polimero fisiologicamente toleravel contendo grupo tiol, sao parti-
cularmente bem adequados para aumento de tecido, em que estes polime-
ros exibem ao mesmo tempo um efeito protetor anti-inflamatério/anti-
oxidativo.

Processos oxidativos desempenham um papel decisivo em um
grande numero de doencas, desde que tais processos resultem em um dano
de DNA, proteinas e lipideos. Os processos oxidativos podem ser induzidos
por causas extrinsecas (por exemplo, por influéncias ambientais, tais como
radiacdo (radiagdo de UV, radiagdo ionizante), agentes oxidantes etc.), e
causas intrinsecas (por exemplo, por inflamagdes), respectivamente.

Acoplamento direto de antioxidantes de tiol ao polimero possui a
vantagem de que o efeito protetor antioxidativo € mantido durante o tempo
de permanéncia total do polimero e que a reticulagao, devido as fungdes de
ligagbes de dissulfeto, contribui para a estabilidade do polimero. A melhora
do eliminador de hidroxi e propriedades antioxidativas de acido hialurénico

alcangada por tiolacio é exemplificada na Figura 2, Figura 3 e Figura 4.
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De acordo com a presente invengao, o termo "implante" refere-
se a uma preparagéo tipo gel ou semissélida fluida preferivel estéril injetavel,
que essencialmente permanece durante pelo menos diversas semanas, me-
ses ou até durante anos em ou no arredor do sitio de aplicagéo até que o
implante seja degradado pelo menos parcialmente, de preferéncia substan-
cial e completamente.

De acordo com uma modalidade preferida, o polimero contendo
grupo tiol possui uma massa molecular de pelo menos 10000 g/mol, de pre-
feréncia de pelo menos 25000 g/mol, em particular pelo menos 50000 g/mol.

A massa molecular do polimero contendo grupo tiol inventivo &
de particular relevancia se for importante que, quando usando o polimero, o
ultimo permaneca diretamente no sitio ativo ou no arredor imediato deste
durante um periodo mais longo de tempo do que antioxidantes conhecidos
até aqui que possuem uma massa molecular substancialmente inferior. Isto
é particularmente vantajoso se é importante controlar processos de oxidacéo
local ou para-los, respectivamente, ou reduzi-los. Por esse motivo, é preferi-
do para o polimero contendo grupo tiol possuir pelo menos uma massa mo-
lecular de 10000 g/mol.

O grupos de tiol dentro do polimero de preferéncia formam liga-
¢Oes de dissulfeto inter- e/ou intra-moleculares.

A capacidade do polimero contendo grupo tiol inventivo de for-
mar ligagoes de dissulfeto é necessaria se € importante exercer as proprie-
dades antioxidantes no sitio ativo ou no arredor deste. Tal como ilustrado na
Figura 1, o polimero contendo grupo tiol reduzido pode ser usado para redu-
¢ao de dissulfeto de glutationa que desempenha um papel decisivo na desin-
toxicagao de peréxido de hidrogénio. Devido a suas propriedades antioxidan-
tes, polimeros contendo grupo tiol, além disso, inibem o estresse oxidativo
diretamente causado pelos radicais de hidroxila e, desta forma, eles podem
prevenir dano do DNA, lipideos e proteinas. Além disso, polimeros contendo
grupo tiol inibem a formagao de radicais de hidroxila por complexacao de
ions de ferro divalentes. Deste modo, a reagao de Fenton de per6xido de

hidrogénio para radicais de hidroxila pode ser parada ou largamente reduzi-
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da, respectivamente.

Depois da sintese do polimero de acordo com a presente inven-
¢éao, todos os seus grupos de tiol sdo de preferéncia disponiveis como gru-
pos de tiol livres, a fim de que o polimero seja reticulado em um baixo grau
ou até nao reticulado na totalidade. Isto permite produzir solugbes aquosas
de fase unica de polimeros que podem facilmente ser também processados
e permite introduzir, nos referidos polimeros, excipientes farmacéuticos ou
compostos farmaceuticamente ativos. A reticulagao ocorre posteriormente
sob condi¢des controladas por mudanga do pH a valores de pH fisiolégicos
entre pH 6 a 10,5 na presenga de oxigénio. A adigao de um agente de reticu-
lagéo n&o é necessaria. Para a aplicagdo em aumento de tecido para razdes
medicinais e cosméticas, a reticulagdo parcial dos polimeros por meio de
pontes de dissulfeto é preferida.

Poderia ser mostrado também que polimeros compreendendo
grupos de tiol reticulados por meio de pontes de dissulfeto para aumento de
tecido exibem uma estabilidade muito mais elevada comparada a polimeros
convencionais conhecidos na técnica.

O polimero, de acordo com a presente invengao, pode ser usado
cosmeticamente ou terapeuticamente por meio do tecido macio, em particu-
lar tecido dérmico, tecido muscular e tecido conjuntivo, é de preferéncia au-
mentado. O aumento dérmico cosmético é de preferéncia usado para tratar
rugas cosmeticamente profundas na regiao da face, em particular em dobras
nasolabiais, dobras de labios superiores e dobras de testa, dobras finas no
olho e regido da bochecha, pequenas irregularidades da pele e estabeleci-
mento de bochechas contraidas.

A porgao de grupo tiol do polimero de preferéncia é maior do
que 20 pmol/g de polimero, de preferéncia maior do que 50 ymol/g de poli-
mero, em particular maior do que 100 pmol/g de polimero.

As propriedades antioxidantes dos polimeros contendo grupo tiol
inventivos sao particularmente vantajosas se o polimero compreende, pelo
menos, 50 ymol de grupos tiol por grama de polimero.

De acordo com a invenc¢ao, polimeros que sao fisiologicamente
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toleraveis e que podem ser modificados por grupos de tiol sdo adequados.
Polimeros de base sio selecionados do grupo de polissacarideos. Polimeros
contendo grupo tiol sdo de preferéncia selecionados do grupo, consistindo
em acido hialurénico contendo grupo tiol, quitosana contendo grupo tiol e
combinacdes destes polimeros contendo grupo tiol provaram ser particular-
mente vantajosos para o uso de acordo com a invengéao.

Alguns destes polimeros, tais como, por exemplo, acido hialuro-
nico tiolado, ja estdo sendo usados como excipientes em medicamentos, por
exemplo, a fim de introduzir substancias ativas mais facilmente e eficiente-
mente em camadas de muco (cf., por exemplo, WO 00/25823). Atualmente,
no entanto, foi surpreendentemente constatado que tais compostos de poli-
mero exibem eles proprios um efeito farmacolégico e podem ser usados co-
mo antioxidantes. Os grupos de tiol dos polimeros séo capazes de aumentar
significantemente as propriedades antioxidantes possivelmente presentes
em polimeros nao tiolados, ou conferir propriedades antioxidantes aos poli-
meros.

O tempo de permanéncia pode ser influenciado pela escolha do
polimero. Os biopolimeros &cido hialurdnico e quitosana séo degradados por
hialuronidase e lisozima, respectivamente, naturalmente presentes em um
mamifero, em particular em um ser humano. Para a degradagéo de polime-
ros sintéticos como acido poliacrilico ou poliacrilamida, nenhuma enzima
esta presente em um corpo de mamifero, o que tem a consequéncia de que
os referidos polimeros tém de ser removidos do corpo por cirurgia, por meio
do que polimeros biodegradaveis durante um periodo de tempo de pelo me-
nos 6, 12, 24 ou até 60 meses sao degradados por enzimas e consequen-
temente removidos do corpo.

Pelo menos um grupo tiol do polimero inventivamente usado de
preferéncia é derivado de um composto de tiol fisiologicamente toleravel, por
exemplo, cisteina, cisteamina e N-acetilcisteina, o que significa que estes
compostos de tiol ou seus derivados podem ser usados para polimeros tio-
lados.

De acordo com a invengéo, a tiolagdo pode ser efetuada por to-
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dos os tipos de reagdes quimicas pelas quais compostos de tiol sdo ligados
a polimeros, em particular a polimeros solGveis em agua. Por diversas ra-
z0es, o uso de cisteina e derivados de cisteina & aconselhavel para a tiola-
¢ao, uma vez que o formador é fisiologicamente toleravel, por um lado, e
econdmico e facil de obter, por outro lado. Cisteina e derivados de cisteina
de preferéncia podem ser ligados ao polimero por meio de uma ligagéao de
amida. Por outro lado, o polimero inventivo pode também ser preparado pelo
fato de que no decorrer da produgdo do polimero, pelo menos um monémero
€ (co-) polimerizado com grupos de tiol, os quais possuem grupos de tiol li-
vres no polimero, o que significa que os grupos de tiol ndo sao diretamente
reagidos na reagdo de polimerizagdo. Um tal polimero que contém pelo me-
nos um mondémero que possui grupos de tiol livres no polimero é também
preferido de acordo com a invengéo (cf., por exemplo, Bernkop-Schnirch,
Adv. Drug Deliv. Rev. 57 (2005) : 1569-1582).

Dependendo do sitio de aplicagéo ou sitio ativo, o implante da
invengao € fornecido em uma formulagao correspondente. As substancias
auxiliares requeridas aqui cada uma dependera da formulacio e séo sufici-
entemente conhecidas a pessoa versada na técnica (cf., por exemplo, Sarfa-
raz Niazi, "Handbook of Pharmaceutical Manufacturing Formulations", CRC
Press (2004)).

Os polimeros contendo grupo tiol de acordo com a invencgéo po-
dem também ser usados subcutaneamente e intradermicamente para au-
mento dérmico. Em produtos cosméticos, polimeros tais como, por exemplo,
acido hialurdnico, sdo conhecidos e agentes auxiliares frequentemente usa-
dos para alivio de sinais de envelhecimento de pele (rugas, secura, perda de
elasticidade) os quais, i.a., sdo associados a uma redugéo de acido hialurd-
nico por radicais livres no tecido (Agren e outros, Free Radic. Biol. Med. 23
(1997): 996-1001). Devido as propriedades antioxidantes dos polimeros con-
tendo grupo tiol inventivos, de preferéncia acido hialurénico contendo grupo
tiol, a degradagao mediada por radical de acido hialurénico contendo grupo
tiol reduz depois de uma aplicacdo subcutanea ou intradérmica.

Nas formulagbes para aplicagdo subcutanea ou intradérmica, o
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polimero contendo grupo tiol pode estar presente em uma concentragao de
0,001 a 20% (m/v), de preferéncia de 0,01 a 10% (m/v). As formulagées po-
dem, além do mais, conter excipientes adicionais que sdo normalmente usa-
dos para preparagdes para aplicagdo subcutanea ou intradérmica, por e-
xemplo, sais de tampao, estabilizantes, excipientes para ajuste da osmolari-
dade desejada, excipientes para ajuste da viscosidade desejada, e excipien-
tes para realce da tolerancia da formulagédo. A osmolaridade e o pH da for-
mulagao acabada de preferéncia estao na faixa fisiologica.

O implante é particularmente preferido, formulado como gel ou
como preparac¢ao aquosa, de preferéncia de fase unica.

O implante de acordo com a invengéo, o qual compreende pelo
menos um polimero contendo grupo tiol, pode ser formulado em uma plurali-
dade de formas de aplicagdo. Particularmente vantajosa é a provisdo da
formulacdo como solugao/preparagdo aquosa. Se o implante é fornecido
como uma solugdo aquosa, o ultimo pode ser administrado de uma maneira
simples subcutaneamente, intradermicamente ou intramuscularmente em um
local desejado.

O uso de polimeros possuindo a forma de géis e solugdes fra-
camente viscosas aquosas, ou na forma de preparagdes soélidas (tambéem
como suplementos para a liberacdo de substancia ativa controlada) como
implantes no corpo humano, pode causar reagdes inflamatérias no tecido
circundante. Pela eliminagdo de radical e efeito antioxidante que os polime-
ros contendo grupo tiol inventivos exercem, estas reagdes inflamatorias po-
dem ser aliviadas ou totalmente eliminadas, respectivamente. Isto se aplica,
por exemplo, a aplicagdo intradérmica e subcutéanea de polimeros contendo
grupo tiol para injecao debaixo de rugas, ao uso de polimeros contendo gru-
po tiol para aumento de esfincter e a implantagéo de preparacdes (semi-)
sélidas com base em polimeros contendo grupo tiol.

Mostrou-se que & particularmente vantajoso usar o polimero de
acordo com a presente invengdo como uma preparagao aquosa de fase uni-
ca homogénea que pode ser distribuida depois da aplicagdo de um modo
facil e que pode ser degradado igualmente lentamente por enzimas presen-
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tes no sitio de aplicagdo. Com particulas de polimero reticulado tal como
descrito, por exemplo, no WO 99/31167, apenas formulagées de duas fases
podem ser produzidas, o que consiste em uma suspensao de particulas em
um meio portador liquido. Com tais formulagées ¢é dificil estimar a quantida-
de requerida do implante para um aumento (por exemplo, inje¢cdes debaixo
de rugas), porque o meio portador é absorvido bastante rapidamente do cor-
po e as particulas residuais possuem um volume significantemente reduzido.
Por esse motivo, a aplicagéo deve ser corrigida, o que torna dificil obter um
resultado satisfatério.

De acordo com uma modalidade preferida, o medicamento ou o
implante, além disso, adicionalmente compreende pelo menos uma substan-
cia ativa; para a aplicacdo em dermatologia, de preferéncia uma substancia
ativa do grupo dos anestésicos locais (por exemplo, lidocaina, prilocaina,
procaina, mepivacaina), antimicoticos (por exemplo, omoconazol, clotrima-
zol, bifonazol, miconazol, floconazol, itraconazol, oxiconazol, fenticonazol,
terbinafina, ciclopirox, amorolfina), anti-histaminas, agentes antialérgicos,
agentes anti-inflamatdrios, antibiéticos (por exemplo, tetraciclina e derivados,
acido fusidinico, cloranfenicol, neomicina, bacitracina, gentamicina, tirotrici-
na, mupirocina, virginiamicina, rifaximina e amicacina), agentes quimiotera-
péuticos, agentes antivirais, emolientes, agentes de protegao de pele, agen-
tes para tratamento de ferimentos, agentes antiacne tépicos e corticosteroi-
des, antiflogisticos ndo esteroidais, agente para tratamento de hemorréidas,
antissépticos topicos e agentes contendo iodo. Além disso, pelo menos um
excipiente farmacéutico do grupo dos sais de tampao, agentes conservan-
tes, excipientes para ajuste da osmolaridade desejada, excipientes para a-
juste da viscosidade desejada, estabilizantes, amaciantes, materiais de re-
vestimento, agentes de fluxo, aglutinantes, lubrificantes, cargas, dessecan-
tes, agentes desintegrantes, solventes, solubilizantes e excipientes para au-
mento da tolerancia da formulagéo, pode ser contido no implante.

Além dos polimeros contendo grupo tiol inventivos e os excipien-
tes possivelmente misturados requeridos ou de vantagem para formulagdes

particulares, o0 medicamento, ou implante, respectivamente, pode compreen-
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der, além disso, substancias ativas. Substancias ativas, que de preferéncia
s&o misturadas ao polimero contendo grupo tiol, podem elas préprias possuir
propriedades antioxidantes ou podem servir para curar, aliviar ou prevenir a
doenga antioxidante ou a doenga causada por estresse oxidativo, respecti-
vamente. Substancias anti-inflamatorias e vitaminas possuindo atividade an-
tioxidante serdo mencionadas a titulo de exemplo neste contexto.

De acordo com uma modalidade preferida da presente invengao,
o implante adicionalmente compreende pelo menos um polimero nao modifi-
cado. Em implantes que compreendem tanto polimeros contendo grupo tiol
quanto também polimeros nao modificados, sua relagido de mistura relativa
um ao outro € variavel. De acordo com a invengao, sob "polimeros nao mo-
dificados”, polimeros sdo sumariados, os quais s&o totalmente ndo modifica-
dos, ou que sdo modificados, no entanto ndo possuem qualgquer grupo tiol,
respectivamente.

De acordo com uma modalidade preferida da presente invengéo,
o implante compreende o polimero contendo grupo tiol em uma concentra-
¢ao de 0,001 a 100% em peso, de preferéncia de 0,01 a 90% em peso, até
mais preferida de 0,05 a 80 % em peso; em que o administrag@o ocorre mais
preferivelmente em uma concentragéo de 0,1 a 20%, ou até mais preferivel-
mente de 0,1 a 10%.

O implante de acordo com a invengéo pode também totalmente
consistir em polimero contendo grupo tiol, ou ele pode ser misturado com
excipientes, portadores e substancias farmaceuticamente ativas.

Devido aos grupos de tiol contidos no polimero da invengao, o
polimero possui propriedades antioxidantes.

De acordo com uma modalidade preferida da presente invengao,
o tecido a ser aumentado é selecionado do grupo consistindo em tecido
dérmico, tecido muscular e tecido conjuntivo.

Um aspecto adicional da presente invengao refere-se a um im-
plante para aumento de tecido compreendendo, pelo menos, um polimero
contendo grupo tiol tal como definido acima.

Ainda, um aspecto adicional da presente invencao refere-se a
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um meétodo para o tratamento cosmético de pele, e para reducdo e/ou pre-
vengéo do envelhecimento de pele, no qual um polimero contendo grupo tiol
tal como definido acima é aplicado subcutaneamente e/ou intradermicamen-
te.

Polimeros contendo grupo tiol podem ser usados para o trata-
mento cosmético da pele e para redugdo de envelhecimento da pele. Poli-
meros, tais como, por exemplo, acido hialurbnico, sdo agentes auxiliares
bem conhecidos e frequentemente usados em produtos cosméticos, por e-
xemplo, para inje¢ao debaixo de rugas e nos labios. Para este propésito, na
maioria das vezes um gel viscoso de moléculas de cadeia longa é usado, o
qual € muito lentamente degradado pelo corpo. Em um processo adicional,
os polimeros sao fragmentados com luz UV, massageados na pele, e sub-
sequentemente tratados por laser, por meio do que os fragmentos de poli-
mero massageados novamente reagem a macromoléculas na pele. Tais po-
limeros séo usados como uma alternativa a colageno.

O uso cosmeético de polimeros, particularmente de acido hialurd-
nico, pode resultar em efeitos colaterais parcialmente pronunciados, tais co-
mo, por exemplo, erupgao da pele e avermelhamento com base no estresse
oxidativo. Foi atualmente constatado que quando administrando polimeros
contendo grupo tiol, tais efeitos colaterais podem ser totalmente prevenidos,
ou largamente reduzidos, respectivamente.

A invencgao sera explicada em mais detalhe a titulo dos seguin-
tes exemplos e figuras aos quais, certamente, ela ndo esta restrita.

A Figura 1 mostra uma representacdo esquematica do meca-
nismo de ativo antioxidante dos polimeros contendo grupo tiol.

A Figura 2 mostra a inibigdo do efeito oxidante de radicais de
hidroxila por solugdes aquosas a 0,1% (m/v) de acido hialurénico tiolado em
comparagao com os polimeros nao modificados (n>3; £ SD).

A Figura 3 mostra a inibicdo do efeito oxidante de radicais de
hidroxila por solugées aquosas a 0,1% (m/v) de acido hialurdnico tiolado,
modificado a varios graus (200 uM de grupos de tiol/g de polimero e 70 uM
de grupos de tiol/g de polimero) em comparagdo com acido hialurénico nao
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modificado (n>4; £ SD).

A Figura 4 mostra a inibicado da oxidagao de lipideo em cérnea
de porcino in vitro por solugdes aquosas a 0,1% (m/v) de acido hialurénico
tiolado em comparagéao com polimeros nao modificados (n>3; £ SD).

Exemplos:
Exemplo 1: Inibicdo do efeito oxidante de radicais de hidroxila por polimeros

contendo grupo tiol inventivo

As propriedades de eliminagdo de radical de hidroxila dos poli-
meros contendo grupo tiol inventivos foram avaliadas com o teste de deso-
xirribose (Halliwell e outro, Food Chem. Toxicol. 33 (1995): 601-617). Neste
sistema de teste, radicais de hidroxila sdo gerados por ions de ferro que ata-
cam desoxirribose. Os produtos de degradagao resuitantes reagem com aci-
do tiobarbiturico até um agente de coloragcédo rosada cuja absor¢gao é medi-
da. Com este método, tanto as propriedades de eliminag¢ao de radical quanto
também as de complexagcdo dos polimeros contendo grupo tiol inventivos
séo testadas.

As propriedades de eliminacao de radical de hidroxila e comple-
xagao dos polimeros contendo grupo tiol inventivos foram também avaliadas
com o teste de desoxirribose em dependéncia de sua concentragdo e seu
grau de modificagdo. E importante que os polimeros contendo grupo tiol in-
ventivos ainda revele sua atividade antioxidante até em concentragdes bai-
xas porque, deste modo, - em combinagdo com o tempo de permanéncia
estendido destes polimeros contendo grupo tiol - um efeito de longa duragao
pode ser alcangado. Além do mais, em preparag¢des para aplicagées ocula-
res, intra-articulares, intradérmicas ou subcutaneas, compostos poliméricos
moleculares elevados podem ser usados apenas em concentragdes iniciais
relativamente baixas, uma vez que de outra forma, devido a sua alta viscosi-
dade, uma tolerancia ideal nao € mais garantida.

Para este teste, solugdes de polimero foram recentemente pre-
paradas por dissolugao do polimero em tampao de fosfato, pH 7,4, a fim de
que a concentragdo final do polimero na solugdo de amostra integral fosse
0,1% (m/v). Se necessario, o pH da solugdo de amostra foi ajustado a 7,4
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pela adicao de NaOH.

Tampao de fosfato, pH 7,4 sem polimero servido como o contro-
le. A 0,6 ml da solugdo de amostra, a principio 0,1 ml de uma solucédo de
2-desoxi-D-ribose a 10 mM foi adicionado.

Imediatamente depois da adicdo de 0,1 ml de uma solugéo de
FeSO4 a 10 mM recentemente preparada, as amostras foram incubadas du-
rante 120 min em 37°C. A reacgéo foi parada pela adigao de 0,5 ml de acido
trifluoroacético a 2,5% (v/v). Depois da adigao de 0,2 mi de acido tiobarbitu-
rico a 1% (m/v), as amostras foram incubadas durante 20 min em 95°C para
desenvolvimento de cor. Em seguida as amostras foram resfriadas a tempe-
ratura ambiente e centrifugadas durante 5 min. Uma aliquota da solugéo de
amostra foi transferida em cubetas microfotométricas, e a absorgéo foi medi-
daem 532 nm.

As propriedades antioxidantes do polimero inventivo foram cal-
culadas na forma da inibigdo da oxidagao de desoxirribose:

Inibicdo de oxidagdo em % = (1- (As/A¢) ) * 100, em que A é a absorgao da
amostra, e A; é a absorgao do controle.

Os resultados sao ilustrados nas Figuras 2 e 3. No eixo y, em
cada caso a inibigao do efeito de oxidagao (em %) de radicais de hidroxila
pelos polimeros é ilustrada. Os valores ilustrados sdo os valores médios de
pelo menos 3 repeti¢cdes de teste + desvio padrao. Na Figura 2 é mostrado
que pela ligagcao covalente de compostos de tiol, o efeito antioxidante de a-
cido hialurdnico poderia ser significantemente aumentado. A dependéncia do
efeito antioxidante dos polimeros de acordo com a inveng&o no grau de mo-
dificacdo com compostos de tiol é ilustrada na Figura 3 a titulo do exemplo
de acido hialurénico tiolado. Acido hialurénico tiolado possuindo um grau de
modificacdo de 200 uyM de grupos de tiol/g de polimero desta forma possui
um efeito antioxidante maior do que acido hialurénico tiolado possuindo um
grau de modificagado de 70 uM de grupos tiol/g de polimero.

Exemplo 2: Inibicdo da peroxidagdo de lipideo na pele por polimeros conten-

do grupo tiol :

Com um teste in vitro, o potencial dos polimeros contendo grupo
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tiol para inibir a oxidagao de lipideos da derme foi avaliado. Peroxidagao de
lipideos intracelulares causados por exemplo por radiagéo de UV resulta em
danos da pele/derme humana.

Com este método, tanto as propriedades de eliminagao de radi-
cal quanto as de complexag¢ao dos polimeros contendo grupo tiol sao testa-
das (Halliwell e outro, Food Chem. Toxicol. 33 (1995): 601-617). Neste sis-
tema de teste in vitro, a peroxidagao de lipideo & acelerada pela adi¢ao de
ions de ferro e aquecimento. Os fragmentos de lipideo oxidados (TBARS;
substancias reativas de acido tiobarbiturico) reagem com acido tiobarbiturico
até um agente de coloragao rosada cuja absor¢cao € medida.

Solugdes de polimero sdo recentemente preparadas em tampao
de fosfato isoténico a fim de que a concentragéo final do polimero na solu-
¢ao de amostra integral fosse 0,05% (m/v). O pH das solugdes de amostra
foi ajustado a 7,4 pela adicao de NaOH. Tampéao de fosfato isotdnico, pH 7,4
servido como o controle. A estas amostras, 100 mg de derme de porcino
foram adicionados. Depois da adi¢cao de 0,3 ml de uma solugédo de FeSO,4 a
20 mM recentemente preparada, as amostras foram incubadas em 95°C du-
rante 60 min. A reacao foi parada pela adi¢ao de 0,3 ml de acido trifluoroacé-
tico a 20% (v/v). Depois da adigcdo de 0,3 ml de acido tiobarbitarico a 1%
(m/v), as amostras foram incubadas durante outros 20 min em 95°C e, de-
pois do resfriamento a temperatura ambiente, centrifugadas. Uma aliquota
foi transferida a cubetas microfotométricas, e a absorgéo foi medida em 532
nm. |

A inibicao da peroxidagéo de lipideo foi calculada de acordo com
a seguinte equacgao: inibigao de oxidagdo em % = (1 - (As/Ac) ) * 100, em que
As é a adsorgao da amostra, e A. é a absorgao do controle.

Os resultados s3o ilustrados na Figura 4. No eixo y, a inibigao de
oxidagao dos respectivos polimeros é plotada em %. Os valores mostrados
sao os valores médios de 3 repeticdes de teste + desvio padréo. Destes es-
tudos é claramente aparente que, por causa de suas propriedades de elimi-
nacéo de radical, complexacéo e, desta forma, antioxidantes, os polimeros

contendo grupo tiol sdo capazes de significantemente reducéo da oxidagéo
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de lipideos causada por processos inflamatérios.

Exemplo 3: Aplicacdo intradérmica dos polimeros contendo grupo tiol de a-

cordo com a presente invencio:

A seguinte preparacao para aplicagées intradérmicas foi produ-
zida: 2 g de acido hialurénico contendo grupo tiol foram dissolvidos em tam-
pao de fosfato de isotona estéril, agitados para formar um polimero parcial-
mente reticulado, carregados em seringas e esterilizados. 0,1 ml desta for-
mulacao foi injetado intradermicamente na regido dorsal de coelhos. A apli-
cacgao produziu uma irritagdo local minima que desapareceu depois de um
dia. O depdsito formado pelo acido hialurénico contendo grupo tiol foi, de
modo palpavel, detectavel durante o periodo de exame total de duas sema-
nas.

Exemplo 4 : Producdo de uma preparacdo para o uso subcutdneo e intra-

dérmico para aumento dérmico:

Uma preparagao para o uso subcutaneo e intradérmico foi ma-
nufaturado como segue: 1 g de acido hialurénico contendo grupo tiol esteril
foi dissolvido sob condigées assépticas e na auséncia de oxigénio em um
tampao de fosfato estéril de 100 mi pH 7,4. A osmolaridade desta prepara-
cao foi ajustada pela adicdo de NaCl para produzir uma osmolaridade da
solugdo entre 200 e 400 mosmols/kg. A solugdo foi carregada em frascos €
acondicionada em gas impermeavel.

Exemplo 5: Formulacdo para aumento de tecido de cicatriz:

Uma preparacao foi produzida como segue: 3 g de acido hialu-
rénico contendo grupo tiol estéril foram dissolvidos sob condigbes assepticas
em 100 ml de tampao de fosfato estéril, pH 7,4, e parcialmente reticulados.
Posteriormente, a osmolaridade para adigao sugerida de NaCl para produzir
uma osmolaridade da solugdo é entre 200 e 400 mosmols/kg. A solugéo foi
carregada em frascos e fechada em gas impermeavel.

Exemplo 6: Formulacido para aumento dos musculos esfincter anal e uretral:

Os polimeros contendo grupo tiol foram usados para aumentar o
esfincter anal interno a fim de prevenir incontinéncia anal por sustentagéo de

acolchoamento de ocorréncia natural no canal anal. A mesma formulagao foi
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usada também para aumentar os musculos de esfincter uretral (veja também
US 5.785.642). Incontinéncia € um problema de ocorréncia frequente, em
particular para mulheres, cujo pavimento pélvico é significantemente enfra-
quecido depois da gravidez. Se os musculos do pavimento pélvico ndo po-
dem ser forgados por métodos convencionais, a injecdo de materiais para
aumento da uretra é uma boa alternativa.

Uma formulagao para o aumento do esfincter foi produzido como
segue: 5 g de quitosana contendo grupo tiol estéril foram dissolvidos sob
condigdes assépticas em 100 ml de tampao de borato estéril, pH 6,5, e par-
cialmente reticulados, a osmolaridade foi ajustada por adigdo de NaCl a 200
até 400 mosmol/kg. A solugao foi carregada em seringas.

Exemplo 7: Degradacao enzimatica de uma formulacdo de acido hialurénico

reticulado contendo grupo tiol de fase Unica e uma particula de acido hialu-

ronico reticulado compreendendo formulacéo:

Também vantajoso dos polimeros contendo grupo tiol, em parti-
cular de acido hialurénico contendo grupo tiol, € mostrado neste exemplo.
Acido hialurénico contendo grupo tiol e formulagées comercialmente dispo-
niveis compreendendo particulas de acido hialurénico reticulado foram dige-
ridos com hialuronidase. Em ambos os casos, o acido hialurénico foi degra-
dado, por meio do que a degradagao foi comparavel com um acido hialuréni-
co nao modificado no caso de acido hialurdnico contendo grupo tiol e os
fragmentos formados mostram um peso molecular muito mais elevado como
as particulas compreendendo acido hialurénico reticulado. Isto resulta do
fato que as pontes de dissulfeto ndo sdo degradadas por uma enzima, e em
segundo lugar, o grau de reticulagdo é muito maior do que em particulas de
acido hialurénico reticulado. Por esse motivo, os acidos hialurénicos conten-
do grupo tiol reticulado de acordo com a presente invengéo ficam mais lon-

gos no lado de aplicagdo do que particulas de &cido hialurénico reticulado.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um polimero contendo grupo tiol, caracterizado pelo
fato de que é no preparo de um implante para aumento de tecido, sendo que
o polimero de base é um polissacarideo.

2. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato
de que o polimero contendo grupo tiol apresenta uma massa molecular de
pelo menos 10.000 g/mol, de preferéncia, pelo menos 25.000 g/mol, em par-
ticular, pelo menos 50.000 g/mol.

3. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de que os grupos de tiol dentro do polimero formam ligacdes de dissul-
feto inter e/ou intramolecular.

4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que a por¢éo de grupo tiol do polimero é superior
a 20 umol/g de polimero, de preferéncia, superior a 50 umol/g de polimero,
em particular, superior a 100 ymol/g de polimero.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que o polimero contendo grupo tiol é selecionado
a partir do grupo consistindo em &cido hialurébnico contendo grupo tiol, quito-
sana contendo grupo tiol e combinac¢6es destes polimeros.

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que o grupo tiol do polimero inventivo de prefe-
réncia € derivado de cisteina, cisteamina ou N-acetilcisteina.

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6,
caracterizado pelo fato de que o implante é fornecido como uma preparacao
em gel ou aquosa, de preferéncia, preparacdo em fase Unica.

8. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que o implante adicionalmente compreende quito-
sana e/ou acido hialurdénico.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que o implante compreende ainda pelo menos
uma substancia ativa, de preferéncia, do grupo dos agentes antiflogisticos,

agentes antirreumaticos, analgésicos, agentes anti-infecciosos, agentes an-
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tivirais, antibioticos, antimicéticos, agentes antissépticos, agentes quimiote-

rapéuticos, espasmoliticos, vitaminas, agentes citostéticos, anestésicos lo-

cais, agentes antialérgicos, anti-histaminas, agentes anti-inflamatorios, agen-

tes antivaricosicos, agentes para tratamento de hemorroidas, agentes tera-

5 péuticos para tratamento da pele, agentes ginecoldgicos, agentes oftalmicos,

agentes uroldgicos, agentes rinolégicos e agentes otoldgicos, e/ou pelo me-

nos um excipiente farmacéutico, de preferéncia do grupo de sais de tampao,

agentes conservantes, excipientes para ajuste da osmolaridade desejada,

excipientes para ajuste da viscosidade desejada, estabilizantes, amaciantes,

10 materiais de revestimento, agentes de fluxo, aglutinantes, lubrificantes, car-

gas, dessecantes, agentes desintegrantes, solventes, solubilizantes e exci-
pientes para realce da compatibilidade da formulagéo.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9,
caracterizado pelo fato de que o implante compreende o polimero contendo

15 grupo tiol em uma concentracao de 0,001 a 100% em peso, de preferéncia,
de 0,01 a 90% em peso, preferivelmente, de 0,05 a 80% em peso.

11. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10,
caracterizado pelo fato de que o tecido a ser aumentado é selecionado partir
do grupo consistindo em tecido dérmico, tecido muscular e tecido conjuntivo.

20 12. Implante, caracterizado pelo fato de que compreende pelo
menos um polimero contendo grupo tiol, como definido em qualquer uma

das reivindicacbes 1 a 6 e 9.
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