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ADMINISTRAGAO TOPICA. A presente invengéo refere-se a uma
estratégia para prover beneficio terapéutico ou cosmético para a pele
aplicando topicamente argininaquimicamente ligada a um segundo
composto (néao oligo-arginina) a fim de aumentar a distribuigéo
transepitelial de arginina sobre a pele, através de uma combinacéo de
solubilidade e fluxo aumentados. Os heterbmeros de arginina da
invengdo podem adicionar propriedades complementares ou benéficas
para a pele além daquelas que sao relacionadas a arginina.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "HETERO-
MEROS DE ARGININA PARA ADMINISTRACAO TOPICA".

CAMPO DA INVENCAO

Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do Pedido Pro-
visorio U.S. N2 60/755.203 depositado no dia 30 de dezembro de 2005, e
incorporado por referéncia em sua inteireza neste pedodo provisorio inteiro.

A invencgao refere-se aos heterdomeros de arginina que tém uma

. capacidade melhorada de penetrar na pele de mamiferos e prové efeitos

- benéficos para a saude e aparéncia da pele.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A L-Arginina é um aminodacido de ocorréncia natural que de-

sempenha muitos papéis essenciais no corpo humano. Um desses papéis é
como um substrato para a de oxido nitrico (NOS). Sob condigdes normais no
corpo humano, o éxido nitrico (NO) tem uma média de vida de somente 3-5
segundos devido a sua inativagdo rapida pela oxihemoglobina ao formar a
metemoglobina. A GMP ciclica € um produto de NO a jusante e controla a
maioria dos efeitos biolégicos do NO, embora a familia da sintase de 6xido
nitrico (NOS) de enzimas controle a produgéao de NO. Os trés tipos principais |
de NOS sao: 1) induzivel (iNOS); 2) neuronal (nNOS); e 3) endotelial (e-
NOS), todos os quais sdo encontrados na pele. Todas as trés dessas iso-
formas necessitam de oxigéhio e fosfato de dinucleotideo de adenina nicoti-
namida (NADPH) como substratos. Dimetil L-arginina assimética (ADMA) é
um inibidor basal da familia de NOS, e niveis elevados desta substancia fo-
ram encontrados em casos de hipertensao, hipercolesterolemia e outrs do-
encas associadas com vasodilatagdo comprometida. A elevagao da concen-
tracdao de L-arginina tem sido apresentada para superar o efeito inibidor de
ADMA sem levar a um aumento da produgéo de NO.

- O NO é conhecido por desemepnhar um papel importante na fi-
siologia da pele com efeitos sobre a microvasculatura e o fluxo de sangue,
m_anutengéo da funcédo de barreira, condi¢bes inflamatérias da pele tais co-
mo psoriase, resposta a luz ultraviolete e cura de'ferimento. O aumento da

concentracéo de NO no tecido estimula a vasodilatagdo local e angiogénese.
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Entretanto, o NO se espalha livremente de tal maneira que é dificil manter
concentracdes eficazes na pele. Um estratégia alternativa seria elevar a
concentracdo de arginina para aumentar a quantidade de substrato para o
NOS usar na produgdo de NO. Entretanto, a arginina por ela mesma tem
muito pouca penetragdo na pele. Uma solugao para este problema em ou-
tros tecidos tem sido ligar a L-arginina nos oligbmeros de 7 a 15 unidades de
comprimento (oligoarginina). Esses compostos podem eficazmente penetrar
na pele' e aumentar as concentragoes de NO e tém mostrado transportar
agentes de ligagdo covalentemente pelas membranas citoplasmicas (Cos-
metic Formulations contendo Oligdmeros de L-Arginina, WO 03/072039 A2).
Entretanto, ndo ficou claro se esses beneficios foram devido as propriedades-
de transporte relativamente unicas da oligoarginina.

Um exemplo especifico da importancia da angiogénese na pele
esta na manutencgao de foliculos capilares saudaveis. Durante o cilco de vida
do foliculo, a angiogenése é largamente controlada por um equilibrio entre
fatores pro- e antiangiogénicos. Tem sido mostrado que a fase anagena €
especialmente dependente de fatores pré-angiogénicos para estimular o
aumento do fluxo de sangue'necessario para as necessidades nutricionais
aumentadas do foliculo (Férmulagcdes Cosméticas contendo Oligdmeros de
L-Arginina, WO 03/072039 A2).

A invencao descrita aqui a éeguir é dirigida para uma estratégia
para prover beneficios terapéuticos ou cosméticos para a pele pela aplica-
cao topica de arginina quimicamente ligada a um segundo (ndo-oligoargi-
nina) composto a fim de aumentar a distribuigdo transepitelial de arginina
através de uma combinacdo de solubilidade aumentada e fluxo em toda a
pele. Os heterébmeros de arginina da invengdo podem também prover outras
propriedades complementares ou benéficas para a pele além daquelas que
sdo relacionadas a arginina.

Sumaério da Invencao

Esta invengdo prové uma estratégia para prover beneficios tera-
péuticos ou cosméticos para a pele aplicando topicamente um heterémero
de arginina. Um heterdbmero de arginina € uma molécula de arginina unica
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quimicamente ligada a um segundo (ndo- oligoarginina) composto a fim de
aumentar a distribuicdo transepitelial do heterdmero de arginina através de
um ou mais fluxos e solubilidade aumentada por toda a pele. A estrutura ge-
ral do heterémerod de arginina é dada na férmula |:

A-R I

em que A é uma molécula de arginina unica que tem um grupo guanidina

livre e R é um segundo composto que é uma molécula organica que néo é

arginina nem oligo-arginina. A molécula de arginina pode ser ligada ao se-
gundo composto através de seu grupo carbdxi ou amino e o grupo guanidino
da arginina permanece livre. O heterdmero de érginina pode ter maior fluxo
pela pele do que a arginina monomélica soiinha.
O segundo composto dos heterdmeros de arginina da inveng¢ao

pode adicionar outi'as propriedades complementares ou benéficas para a
pele além daquelas relacionadas a arginina. Mais especificamente, o segun-
do composto do heterdbmero pode prover outros beneficios tais como, capa-
cidade antioxidante, aumento de angiogénese, redu¢cao nos sintomas da ac-
ne, reducgao de sebregées glandulares, redugao dos efeitos do envelheci-
mento, ou redugdo de rugas. Um exemplo de uma modalidade especifica da
invencgédo é arginina ligada a vitamina E por uma ligagdo de éster. Além dis-
so, em relacao as estratégias de oligbmeros, esses heterdmeros de arginina
oferecem seguranga significativa e custo beneficios.

| Outra modalidade da invengao prové um método para fornecer
um efeito benéfico para a pele que compreende aplicar topicamente uma
composicdo compreendendo um heterdbmero de arginina de Férmula I. O
efeito benéfico pode incluir, mas nao esta limitado a, reduzir ou prevenir le-
sbes causadas pela luz solar, provendo atividade antioxidante, reduzindo o
aparecimento de linhas finas e rugas na pele, reduzir secre¢des glandulares,
reduzir os efeitos do envalhecimento, tratar a acne e induzir angiogénese no
foliculos capilares.
Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1 - diagrama mostrando a formacao de heterdmero de

arginina a de vitamina C em que R ¢ hidrogénio ou arginina protegida Boc.
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Figura 2 - diagrama mostrando a formagdo de heterbmero de
arginina de vitamina C em que G é hidrogénio ou arginina desprotegida.

Figura 3 - um gréafico de IR mostrando o composto Arginina- Vi-
tamina C. |

Figura 4 - diagrama mostrando a formagédo de heterébmero de
arginina de vitamina D3.

Figura 5 - um TLC mostrando o produto Arg-Vit D3. ,

Figura 6 - efeito de L-Heterédmeros de arginina aplicados topi-
camente em perfusao de fronte de ser humano. | ‘

Descricao Detalhada da Invencao

Esta invengdo descreve um numero de heterdbmeros de arginina -
que servem como substratos para sintase de 6xido nitrico (com ou sem pro-
cessamente do heterébmero) e que tem fluxo aumentado com respeito a argi-
nina nativa, do heterdmero por toda a pele quando aplicado topicamente. Em
outras modalidades por exemplo, os heterdmeros também provéem proprie-
dades adicionais tais como atividade antioxidante.

Os heterdmeros desta invengdo tém uma estrutura como na
Férmula |: |

A-R I
em que A é uma molécula de arginina unica covalentemente ligada a um
segundo composto R. A molécula de arginina pode ser ligada através de seu
grupo carbdxi ou amino livre e o grupo arginina guanidino permance nao re-
agido e livre. O segundo composto, R, € uma molécula organica que néo é
arginina ou oligo-arginina. Em uma modalidade desta invengédo o segundo
composto R ainda prové uma ou mais das propriedades selecionadas do
grupo que consiste em melhorar a solubilidade em 6leo ou agua do heter6-
mero de arginina em comparagao a arginina sozinha, e melhorar a taxa de
fluxo do heterédmero de arginina através da pele comparada a arginina sozi-
nha. O segundo composto pode ainda prover beneficios adicionais para a
pele. O segundo corhposto é compativel para contato com tecidos de mami-
fero por ser ndo-toxico, ndo-alergénico e nao-irritante. Exemplos de segundo

compostos apropriados incluem, mas nao estédo limitados a, vitaminas, reti-
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noides e acidos graxos.

Acido ascérbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E) e reti-
noides (vitamina A) quando usados de acordo com esta invengdo podem
prover propriedades benéficas para a pele. O acido ascérbico estimula a sin-
tese do tecido conjuntivo e em particular ele estimula e regula a produgéo de
colageno. Ele atua para ajudar a prevenir ou minimizar a oxidagéo de lipidio
e outras formas de lesdes celulares resultantes de exposi¢ao prolongada
aos raios ultravioleta. Acredita-se que o acido ascorbico ajuda a inibir a for-
macao de mélaniha e libera a histamina daé membranas celulares. O acido
ascorbico compensa a'deficiéncia de vitamina E na pele, ajuda a prevenir a
descoloragdo da pele, e tem atividade de radical antilivre. Alfa- tocoferol é
um antioxidante para proteger os fosfolipidios da membrana da ceélula e os
efeitos prejudiciais dos radicais livres (J.B Chazan et al. Free Radicals and
Vitamina E. Cah. Nutr. Diet. 1987 22(1):66-76). Os retindides bloqueiam me-
diadores de inflamacédo na pele e aumentam a produgao de procolageno le-
vando a quantidades mais alta de colageno do tipo | e tipo lll.

| Em algumas modalidades, o segundo compostov € uma vitamina

tal cofno vitamina A, vitamina BI, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vi-
tamina B6, vitamina B7, vitamina B9, vitamina B 12, vitamina C, vitamina DI,
vitamina D2, vitamina D3, vitamina D4, vitamina D5, vitamina E, e vitamina
K. ' '

_ ' Em outras modalidades o segundo composto é um retinc’)ide.
Retindides incluem retinol, analogos naturais e sintéticos de vitamina A (reti- '
nol), vitamina A aldeido (retinal), acido de vitamina A (acido retindico), inclu-
indo todos os acidos trans, 9-cis, e 13-cis, etretinato, e outros como descrito
em EP-A2-0 379367, na Patente U.S. N° 4.887.805, e Patente U.S. N¢ .
4.888.342 (cujas descrigcbes estao todas incorpbradas aqUi a seguir por refe-
réncia). Espera-se que varios retindides e compostos sintéticos tendo ativi-
dade de retindide sejam Uteis nesta invengao, até o ponto em que eles exi-
bem atividade de retindide in vivo, tal como nas seguintes Patentes norte-
americanas de N9 .5.514.825; 5.698.700; 5.696.1‘62; 5.688.957; 5.677.451;
5.677.323; 5.677.320; 5.675.033; 5.675.624; 5.672.710; 5.688.175;
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5.663.367; 5.663.357; 5.663.347; 5.648.514; 5.648.503; 5.618.943;
5.618.931; 5.618.836; 5.605.915; 5.602.130. Ainda outros compostos descri-
tos como tendo atividade retindide estéo descritos em outras Patentes norte-
americanas de N° 5.648.563; 5.648.385; 5.618.839; 5.559.248; 5.616.712;
5.616.597; 5.602.135; 5.599.819; 5.556.996; 5.534.516; 5.516.904;
5.498.755; 5.470.999; 5.468.879; 5.455.265; 5.451.605; 5.343.173;
5.426.118; 5.414.007; 5.407.937; 5.399.586; 5.399.561; 5.391.753; e os si-
milares, as descri¢coes de todos as patentes anteriores e a seguir e referén-
cias da literatura sao aqui a seguir incorporadas por referénéia.

Em modalidades adicionais da invengao, o segundo composto é
um &cido graxo. Acidos graxos sdo acidos monocarboxilicos que tém uma
cauda alifatica saturada ou insaturada. Como definido no International Cos-
metic ingredient Dictionary and Handbook, 7th Ed. (1997) volume 2, pagina
1567 (a descricdo dos quais esta incorporado aqui a seguir por referéncia)
os acidos graxos tém cerca de 7 ou mais atomos de carbono. Por exemplo,
o acido palmitico € um acido graxo encontrado no 6leo de palma e outras
gorduras. Ele é o mais abundante acido graxo natural. O acido palmitico é
também um dos principais acidos graxos da pele produzidos pelas glandulas
sebaceas. O acido palmitico é usado nos cuidados da pele e preparagdes de
cosméticos como um agente umectante. Ele normaliza a pele para um esta-
do normal, saudavel e estabiliza o equili’brio oleoso. Ele suvaiza a pele e a-
tua como um agente antiqueratinizante. E também usado como um emulsifi-
cante, surfactante e um texturizador de férmula. Esteres de acido palmitico
sao usdos para conferir uma qualidade sedosa para a pele e o cabelo. O
acido de d6leo palmitico serve como um veiculo para permitir a penetra'g:éo do
pentapeptideo na pele. Ele é largamente usado como um lubrificante.

Em adicdo ao acido palmitico, acidos graxos apropriados inclu-
em, mas nao sao limitados a, acidos undecilénicos, palmitoleicos, oléicos,
linoléicos, linolénicos, araquiddnicos e erucicos. Acidos graxos apropriados
adicionais podem ser encontrados no International Cosmetic Ingredient Dic-
tionary and Handbook, 7th Ed. (1997) volume 2, pagina 1567.

A molécula de arginina e o0 segundo composto sao ligados por
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uma ligacdo covalente. Os tipos de ligagdes incluem, mas ndo s&o limitados
a, ligacdes de éster, amida, éter e carbamida. Modalidades da invengéo in-
cluem, mas nao sao limitadas a, heterdbmeros de arginina com vitaminas,
retindides ou acidos graxos.

O heterédmero de arginina é distribuido através da péle em uma
quantidade eficaz para produzir um efeito benéfico sobre a pele. Como usa-
do aqui a seguir, o termo "efeito benéfico" inclui qualquer melhoramento na
aparéncia ou sensacido da pele ou qualquer efeito protetor contra lesédo da
pele resultante de fontes externas tais comova luz solar ou de fontes internas
tais como os efeitos dd envelhecimento. O termo "quantidade eficaz" refere-
se aquela quantidade do heterdmero de arginina que penetra na camada do
estrato corneo da pele que é suficiente para produzir o efeito benéfico dese-
jado. | |

Uma vez na pele, os heterdbmeros desta invengé@o podem degra-
dar para liberar arginina e o segundo composto. Nao é necessario o heterd-
mero degradar enquanto o grupo guanidino da por¢édo de arginina do hete-
r6mero permanecer nédo reagido e livre de tal modo que ele pode servir co-
mo um substrato para a sintase de 6xido nitrico. Os heterémeros de argininaA
podem ser estabilizados em formulacdes antes da aplicagdo. Dessa manei-
ra, as taxas mais altas de distribuicdo transepitelial de arginina podem ser
conseguidas de uma maneira relevante para prover o efeito benéfico preten-
dido. ,

Os heterébmeros de arginina da invengao podem ser usados em
diversos cosméticos ou composigoes dermatoldgicas previstas para aplica-
cao topica. Devido os heterdmeros de arginina poderem estimular a angio-
génese no foliculos capilares, essas composi¢oes podem ser usadas para a -
prevencao da perda de cabelo ou para aumentar o crescimento dos cabelos.
Quando usados para afetar o crescimento dos cabelos essas composigoes
sédo aplicadas no couro cabeludo, nas sobrancelhas ou nas pestanas. As
composi¢des podem ser aplicadas nos labios para melhorar a cor e 0 aspec-
to rolico. Quando aplicadas na pele, as composi¢6‘es de heterébmero de argi-

- nina podem ser usadas para reduzir a aparéncia de linhas finas e rugas, me-
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Ihorar a elasticidade da pele, reduzir inchagéo, suavizar a textura da pele,
provere sensagao sedosa para a pele, prover um efeito umectante, prover
lubrificagdo, prover uma cor rosada natural, reduzir os efeitos do envelheci-
mento ou prover outros beneficios cosméticos.

Para aplicagao na pele ou labios, os heterdmeros de arginina
sao incluidos em composicbes que compreendem carreadores ou veiculos
cosmeticamente ou dermatologicamente aceitdveis que sao apropriados pa-
ra a area do corpo para a qual eles serdao aplicados. O termo "cosmetica-
mente ou dermatologicamente aceitaveis," como usado aqui a seguir, inclui
as composi¢des ou 0s compostos apropriados para uso em contato com te-
cidos fisiolégicos sem toxicidade, incompatibilidade, instabilidade e os simila--
res indevidos.

Diversas composicbes e formulagdes tipicamente usadas em
produtos aplicados na pele, labios e cabelo podem ser usadas com os hete-
rdmeros de arginina da invengdo. Esses incluem, mas nao séo limitados a
preparagbes para o tratamento da pele tais como preparagdes para lavagem
e limpeza de pele, sabonetes menos os detergentes, logdes para o corpo,
emulsdes ou dleos para a pele, preparagdes para depilagédo ou esfoliagao da
pele ou mascaras de "peeling"; preparacdes para banhos tais como prepara-
¢des para banho sélidas ou liquidas, cubos e sais para banho; preparagdes
para tratamento pessoal cosmético tais como maquiagem facial na forma de
cremes para o dia ou cremes em pd, pé para o rosto, ruge ou maquiagem
em creme; preparagdes para os olhos tais como sombra, mascara, deliena-
dor ou cremes para os olhos; preparagdes para cuidados com os labios tais
como batdes, brilho para os labios ou lapis de contorno dos labios; pfepara-
¢Oes para cuidados com as unhas tais como polimento ou esmalte para as
unhas; preparagdes para tratamento dos pés tais como banhos par os pés,
pds para o pé, cremes para os pés ou balsamos para os pés, desodorantes
e antiperspirantes especiais ou preparagdes para remover calosidades; pre-
paragdes para filtro solar tais como lo¢des, cremes, Oleos, bloqueadores de
sol, preparagdes pré-bronzeamento, preparagdes para depois do sol, prepa-
racoes para bronzeamento da pele cremes auto-bronzeadores; preparagdes
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para tratamento dos cabelos e cuidados com os cabelos tais como chamus,
condicionadores, cremes estilizantes, géis estilizantes, espumas, rinsagens,
laqués, tintas e corantes para os cabelos.

As composicdes da invencao podem ser na forma de solugées,
emulsdes, microemulsoes, suspensodes, cremes logdes, géis, produtos de
ceratais como por exemplo batons e pds e outros cosméticos sélidos ou va-
rios tipos incluindo mas nao |imitados a antiperspirantes e delineador para os

olhos.

As cofnposigées de heterébmero de arginina da invengao podem
também compreender 'outros ingredientes comumente usados nos produtos
para tratamento de pele e cabelo tais como antimicrobiahos, umectantes,
agentes de hidratagdo, agentes de penetragdo, conservantes, emulsifican-
tes, Oleos naturais ou sintéticos, solventes, tensoativos, detergentes, agen-
tes gelatinosos, emolientes, antioxidantes, fragrancias, agentes de enchi-
mento, ceras espessantes, absorventes de odor, matéria corante, agentes
corantes, pos, ageneé de controle de viscosidade, anestéticos, agentes anti-
coceira, extratos botanicos, agentes conditicionadores, agentes para escure-
cer ou clarear, brilho, aditivos de pigmenta¢cédo de cabelo, umectantes, mica,'
minerais, polifendis, silicones ou derivados de silicone, bloqueadores de sol,
vitaminas, fitomedicinais e outros compostos como listados no International
Cosmetic Ingredient Dictionary and Handbook, 7th Ed. (1997).

, Composigdes da invengao podem compreender ingredientes a-
tivos que nao sejam os heterdmeros de arginina. Por exemplo, agentes anti-
acne incluindo mas ndo limitado a acido salicilico, perdxido de benzoila, re-
sorcinol, e enxofre; anti-oxidantes incluindo mas nao limitado ao acido as-
corbico, acido cafeico, cisteina, hidroquinona e tocoferol; compostos para o -
tratamento de psoriase incluindo mas nao limitado a &cido salicilico, alcatrao
de hulha e retindides; e corticosterdides incluindo mas nao limitados a corti-
sona, hidrocortisona e prednisona.

Em algumas modalidades da invengao, os heterdbmeros de argi-
nina sdo usados para tratar, aliviar e prevenir o én’velhecimento da pele. Le-
sdo na pele devida ao envelhecimento inclui mas nao esta limitada a rugas
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finas e profundas, linhas na pele, fissuras, inchacos, poros abertos, escama-
céo, perda da elasticidade da pele, depresséo, perda da firmeza ou dureza
da pele, descoloragao, regides hiperpigmentadas tais como sinais da idade e
sardas, queratose, diferenciagdo anormal, hiperqueratinizacao, elastose,
esgotamento do colageno, e outras mudancgas histolégicas no estrato cor-
neo, derme, epiderme, o sistema vascular da pele, e os tecidos subjacentes
especialmente aqueles perto da pele. O envelhecimento da aging pode ser
devido a idade cronoldgica ou fatores extrinsecos tais como exposi¢ao pro-
longada a luz solar, mas é esperado que as compo_sig()es'da invencao tra-
tem, melhorem ou previnem essas e outras formas de lesdes da pele inde-
pendente do mecanismo de origem.

As composicdes dessa invengdo podem estar na forma de pro-
dutos a serem aplicados a pele ou ao epitéiio de sujeitos ou pacientes, isto
é, seres humanos ou outros mamiferos que poderiam beneficiar-se do tra-
tamento. As composicoes e os métodos dessa invencdo possuem aplica-
¢bes farmacéuticas e/ou relacionadas com a saude e podem ser usados pa-
ra prover o tratamento de varias condigdes médicas a individuos que neces-
sitam ou que podem beneficiar-se deles. Por exemplo, as invengdes descri-
tas aqui podem ser usadas no tratamento da hiperidrose, da acne ou de ou-
tras condigdes envolvendo a produgéo excessiva de secregbes ou de suor.

Em geral, as composigdes dessa invengao sdo praparadas por
meio da mistura do heterédmero de arginina com um transportador e habitu-
almente um ou mais transportadores ou excipientes adicionais farmaceuti-
camente aceitaveis. O heterdbmero de arginina esta presente nas composi-
cOes em uma concentracdo de cerca de 0,001% até uma solugdo saturada,
em algumas modalidades a partir de cerca de 0,01% a cerca de 30% e em
outras modalidades a partir de cerca de 0,1% a cerca de 20%. Em sua forma
mais simples, as composigoes dessa invengao podem conter um transporta-
dor ou diluente aquoso simples farmaceuticamente aceitavel, tal como uma
solugao salina tampdnada. Entretanto, as composi¢des podem conter outros
ingredientes tipicos em composigdes farmacéuticas ou ou cosméticas topi-

cas, isto €, um transportador, um veiculo ou um meio farmaceuticamente
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aceitaveis, isto €, um transportador, um veiculo ou um meio que sejam com-
pativeis com os tecidos aos quais serao aplicados. O termo "dermatologica-
mente ou farmaceuticamente aceitavel," como é usado aqui, inclui composi-
¢Oes ou componentes que sdo apropriados para uso em contato com tecidos
especificos ou para uso em pacientes em geral sem toxicidade, incompatibi-
litdade, instabilidade, e similares indevidas. Quando apropriado, as composi-
¢Oes da invengao podem compreender qualquer ingrediente convencional-
mente usado nas areas em consideracéo, e particularmente em cosmética e
dermatologia. As composi¢gdes também podém incluir uma quantidade de um
anion pequeno, preferivelmente um &nion polivalente, como, por exemplo,

fosfato, aspartato ou citrato.

Exemplos
Exempio 1:
Finalidade:

Desenvolver novas conjugag¢des de arginina, arginina-vitamina
C, para melhor fluxo e aumento do beneficio terapéutico.
Preparacao de Arg- Vitamina C:

Um heterémero de vitamina C e arginina foi preparado através
da preparagéd de uma solugéo de BocArg(Bocz)OH (159 mg, 0,33 mmol) em
dimetilformamida e adigao de cloridrato de etileno (EDC, 70 mg., 0,36 mmol)
seguido de 4- divmektilaminop'iridina (DMAP, 2 mg, 0,02 mmol). A reagéo foi
agitada durante 2 horas a temperatura ambiente. Uma analise por TLC foi
efetuada para verificar o progresso da reagéo (vide infra). Uma quantidade
adicional de 22,7 mg de EDC foi acrescentada, e a reagao foi agitada duran-
te 1/2 hora. Observou-se uma mudancga da reagao para roxo claro. A reagao
rendeu 44 mg do composto 2. A IR do composto foi efetuada e € mostrada -
abaixo. MS (ES): 1101,9, 745,6, 645,5, 630,6, 530,6, 502,4
Desprotecéo da C- Arg (para remover Boc) |

Os grupos protetores Boc do composto 2 foram removidos por
meio da preparac¢do de uma solugao de 25 mg do composto 2 em diclorome-
tano (~10 ml) e adigao de ~ 2 ml de &cido trifluoroacético durante a agitagao

-em banho de gelo. A mistura foi agitada durante 1 hora, a seguir foi deixada
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aquecer a temperatura ambiente. A TLC (10% de MeOH/diclorometano) de-
pois de 2 horas a temperatura ambiente mostrou uma perda do material de
partida e fortalecimento do ponto (produto) de origem. O Composto 4 produ-
ziu um ponto ativo UV de Rf modesta nesse sistema de solvente. O solvente
foi removido sob pressido reduzida, e o residuo foi azeotropado duas vezes
com tolueno para produzir 25 mg do composto 4.
Resultados:

A Esse experimento demonstra a sintese do composto de Argini-
na- Vitamina C. |

Exemplo 2:
Procedimento:

‘ Um heterdmero de arginina e vitamina D3 foi preparado median-
te dissoiugéo de trifosgeno (0,1 g, 0,33 mmol) em 1 mi de cloreto de metileno
anidro. A solugao de trifosgeno fdi adicionada em gotas a uma solugao res-
friada (O grau) de vitamina D3 (0,385 g, 1 mmol) e DMAP (0,61 g, 5 mmols)
em 2 ml de cloreto de metileno. A mistura da reagao foi deixada para agitar a
zero grau durante 1,5 hora. A mistura de L-Arginina (0,26 Ig, 1,5 mmol) e de
N,N-Diisopropiletilamina (523 ul, 3 mmols) foi adicionada em gotas a mistura
de trifosgeno. A reagédo foi deixada para aquecer a temperatura ambiente
durante a noite e rendeu 205 mg de solido branco (35% de rendimento). Es-
se experimento demonstra a sintese do heterémero de Arginina- Vitamina
D3 e a TLC é mostrada na Figura 5.

Exemplo 3:

Eficacia cumulativa in vivo para a distribuicdo topica de arginina
através da pele murina. ’
Finalidade: _

O potencial de um heterdmero de arginina de atravessar a pele
e exercer beneficios previamente caracterizados relacionados com a ativida-
de da arginina/NOS foi avaliado ao examinar heterdbmeros de arginina- vita-
mina E e de arginina-palmitato em um sistema de modelo animél. Enquanto
ambos os heterdbmeros melhoram a lipossolubilidade relacionada com a ar-
ginina isoladamente e devem aumentar o fluxo transdérmico, espera-se



10

15

20

25

30

13

também que o heterébmero de vitamina E produza beneficios funcionais adi-
cionais devido as suas propriedades anti-oxidantes.
Preparacao:

Os heterémeros de arginina-palmitato e de arginina-vitamina E
foram sintetizados a partir da L-arginina (Batelada # 02202JA, A92406-25G,
Sigma Aldrich). As solugbes de estoque foram preparadas pela adigcao dos
sequintes:

' 1. Arg-palmitato: 0,9996 g de arginina + pélmitato foram dissol-

- vidos em 6 mi de 6leo de jojoba (Essential Wholesale, Portland, OR), a se-

guir diluidos com 6 ml (diluicdo de 1:1) de creme de Cetaphil.
2. Arg-vitamina E: 0,419 g de arginina + vitamina E foram dis-

solvidos em 6 ml de H>O desionizada e a seguir diluidos com 6 ml (diluigao
de 1:1) de creme de Cetaphil. ,
3. Cetaphil: preparado com 6 mi de cetaphil apenas.
Tratamentos topicos de dose didria de aliquotas de 200 pl dosi-
metradas foram preparados para tratamentos of Arg-palmitato, Arg-vitamina
E, ou controle de Cetaphil em tubos de microcentrifuga de 650 pl.
Aplicacao Tépica de Compostos de Arginina

Procedimentos do Estudo: _

Os animais (6 fémeas de camundongo C57 preto, Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) foram anestesiados através da inalagéo de
isoflurano misturado com oxigénio e, a seguir, injetou-se 0,5 ml coquetel a-
nestésico para roedores (3,75 ml de 100 mg/ml de cetamina, 3,00 ml de 20
mg/ml de Xilazina, e 23,25 ml de solugéo salina) por via intraperitoneal. Os
animais foram suplementados com isoflurano, quando necessario. Cada um
dos grupos de tratamento continha 4 camundongos e o grupo de controle 3
camundongos. Uma vez anestesiados, uma area de 2,0 cm x 2,0 cm para
dose no dorso de cada camundongo foi cuidadosamente raspada com uma
maquina de cortar cabelo no primeiro dia de aplicagao do tratamento e 0s
animais foram submetidos a tratamento depilatério na mesma regiao dorsal
usando uma mistura de "rosin" (Surgiwax, Ardell International, Los Angeles,

-CA). Os animais foram anestesiados através da inalagdo de isoflurano ape-
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nas durante a aplicagcdo de tratamentos em creme hidratante Cetaphil (Gal-
derma, Fort Worth, TX) e receberam doses dosimetradas de 200 pl do tra-
tamento apropriado aplicado a porgéo cranial da pele preta do dorso (esco-
lhida pelo fato do camundongo ndo conseguir alcancar essa regiao com a
boca ou as patas). Os animais permaneceram anestesiados durante 1-2 mi-
nutos enquanto o tratamento apropriado era aplicado a pele com uma pe-
quena espatula de metal. Os animais recuperaram-se em um ambiente
quente crontrolado para evitar a ocorréncia de hipotermia e, uma vez reati-
vos, receberam alimento e agua ad libitum durante a noite. Esse procedi-
mento foi repetido uma vez ao dia, na mesma hora aproximada do dia, du-
rante 7 dias. Apds o tratamento do dia 7, os camundongos foram submetidos
a eutanasia através da inalagdo de CO2, e os segmentos de pele tratados
foram colhidos em toda a sua espessura por um observador cego dentro de
24 horas apés a aplicacédo do ultimo tratamento. Os segmentos tratados fo-
ram divididos em trés porgdes iguais, e a porgado cranial foi fixada em 10%
de formol tamponado neutro durante 12-16 horas e, a seguir, conservada em

70% de etanol até inclusdo em parafina. A porgéao central foi empregada pa-

ra Hematoxilina & Eosina pafa avaliacdo morfolégica e coloragdo pela Clo-
roacetato esterase a fim de avaliar a infiltragdo por neutréfilos como indica-
dor de inflamagéo. O segmento caudal tratado foi congelado com ruptura
para estudos de solubilizagao.

Imagem e andlise estatistica:

Imagens digitais de alta resolugéo de cada segéao foram obtidas
usando uma camera Retiga 1300B (Qlmaging, Burnaby, BC, Canada). As
imagens foram analisadas usando o software de analise Image-Pfo Plus
(Media Cybernetics, Silver Springs, MD) para determinar a avaliagdo morfo-
l6gica e expressas na forma de pixels positivos. A média e o erro-padrao
foram subseqgientemente determinados para cada grupo usando o software
Statview (Abacus, Berkeley, CA), com andlise da significAncia em 95% de
confianga em séries com sinais de Wilcoxon. |

Resultados para a Arg-palmitato e a Ar g- vitamina E:

A média, o erro-padrao e valores p estdo indicados na Tabela 1
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para os grupos de Arg-palmitato, Arg-vitamina E e controle.
Tabela 1. Avaliagdo morfoldgica da espessura da derme, com-

primento dos pélos, espessura da epiderme, espessura/densidade da gordu-

ra.
Tabela 1

Média Erro Padrao Valor P
Derme: o ,
Arg-palmitato 32596 - 1398 0,596
Arg-Vitamina E 35779 1425 0,038
Controle 31405 1959
Cabelo:
Arg-palmitato , 17149 1908 0,668
Arg-Vitamina E 18316 1502 0,044
Controle " 15613 1186
Epiderme:
Arg-palmitato 11086 749 0,939
Arg-Vitamina E 16475 1513 0,0004
Controle 11082 890 |
Gordura:
Arg-palmitato 27918 2662 0,820
Arg-Vitamina E 21386 1092 0,007
Controle 27419 1849

Conclusoes:

|  Os heterémeros de arginina exibem um fluxo suficiente através
da pele quando aplicados topicamente para produzir varios beneficios tera-
péuticos relacionados com a arginina e/ou a funcionalidéde adicional do he-
terbmero.
Exemplo 4:
Finalidade:

O potencial de um heterdmero de arginina de atravessar a pele

e exercer beneficios previamente caracterizados relacionados com a ativida-
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de da arginina/NOS foi avaliado através do exame de varios heteromeros de
arginina em um sistema de modelo humano. Todos os heteromeros melho-
ram a lipossolubilidade relativa a arginina isoladamente e devem aumentar o
fluxo transdérmico e a perfusao.

Procedimento:

Modificagdo da sonda de fluxdmetro e formulagées de heters-

meros de arginina
' Formulagdes de balsamo para labios foram obtidas consistindo
em Lanolina Anidra USP, Etil Metilfenilglicidato, Esteres de Cetil, D-Alfa To-
coferil Acetato USP, Petrolato USP, Acido Salicilico USP, Benzil Cinamato e
4,0 mg/ml de L-Arg(9) (um oligbmero consistindo em nove argininas), L-Arg-
E, L-Arg-D3 ou L-Arg-Palma (ABBE Labs, Farmingdale, NY). Além disso, um
tratamento de controie foi obtido compeendendo 100% de geiéia de petroiato

~ branco (Unilever, Greenwich, CT). Foi usada uma solu¢éo aquosa de L-Arg

em uma concentracdo de 50 mg/ml (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO). A ponta
da sonda de um Fluxémetro por Laser Doppler Transénico da Série BLF 21
(Transonic Systems, Ithaca, NY) foi implantada em um bandé6 de elastico
usado em volta da cabega, de tal modo que a sonda ficou ligeiramente fixa-

da em uma sec¢ao da pele no meio da fronte do sujeito.

. Tratamento da fronte

A temperatura da fronte foi normalizada antes do tratamento pe-
lo uso do bandé modificado durante cinco minutos. Uma formulagéo de bal-
samo para labios ou um controle foram entdo aplicados com um aplicador
com ponta de algodédo a area da pele em contato com a sonda. As leituras
de perfuséo tecidual foram registradas a cada 30 segundos durante 5 minu-
tos (n = 55 por tratamento) comegando um minuto apés a aplicagao.

Andlise Estatistica

A média e o erro-padrao foram avaliados usando Statview (Aba-
cus Concepts, Berkeley, CA), sendo as comparagoes efetuadas usando me-
didas repetidas ANOVA e a significancia determinada a 95% corh teste post-
hoc usando Fisher PLSD ou o teste F de Scheffe. Todos os procedimentos e .

as analises foram efetuados por observadores cegos.
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Resultados da perfusdo da fronte:

A média, o erro-padrao e os valores p sao mostrados na Tabela
2 para grupos de heterémeros de arginina e controle. A Figure 6 mostra os
efeitos de heterdmeros de arginina topicamente aplicados sobre a perfusao
da fronte humana para grupos de heterdmeros de arginina e controle.

Tabela 2. Avaliagao da perfusdo da fronte em unidades de per-

fusao tecidual apds tratamento tépico com heterdbmeros de arginina.

Tabela 2

' Média Erro Padrao Valor P
L-Arg-Ds 13,727 - 0,9956 p<0,05
L-Arg-Palm 10,800 0,7188 p<0,05
L-Arg(9) 9,198 0,4003 p<0,05
L-Arg-E 8,016 0,5719 p<0,05
L-Arg Aquoso (50 mg/mil) 9,184 0,3009 p<0,05

Controle 4,987 0,0621

Conclusao:

Todos os heterdbmeros cauvsaram aumentos estatisticamente
significativos na perfusdo em relagdo ao controle de base. A L-ATg-Dz e a L-
Arg-Palma exibiram aumentos de 175% e 117%, respectivamente, na perfu-
sao tecidual em relagdo ao controle de base. De modo encorajador, consta-
tamos que todos os heterdmeros apresentam maior solubilidade e fluxo atra-
vés da pele, enquanto todos, menos a L-Arg-E, exibem aumento da perfuséo
apds a sua aplicagdo tépica. Os heterdbmeros de arginina apresentam um
fluxo suficiente através da pele quando aplicados topicamente para produzir
varios beneficios terapéuticos relacionados com a arginina e/ou a funcionali-

dade adicional do heterdbmero.
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REIVINDICACOES
1. Heterdbmero de férmula I:
A-R I
em que A é arginina covalentemente ligada a um segundo composto R de tal
forma que o grupo guanadino da arginina permanece nao reagido, e, em que
R é uma molécula organica, em que o heterdmero tem um fluxo maior sobre
a pele do que a arginina sozinha.
2. Heterémero de acordo com a reivindicagdo 1, em que R é
uma vitamina. '
3. Heterédmero de acordo com a reivindicagao 2, em que R é vi-

tamina C. ,
' 4. Heterdmero de acordo com a reivindicagdo 2, em que R é vi-
tamina E. '
5. Heterdbmero de acordo com a reivindicagédo 2, em que R é vi-
tamina D.
6. Heterémero de acordo com a reivindicagdo 1, em que R é um
acido graxo.

7. Heterdbmero de acordo com a reivindicagdo 6, em que R ¢ a-
cido palmitico. v

8. Heterbmero de acordo com a reivindicagdo 1, em que R é um
retinoide. |

9. Composicdo como definida na reivindicagéo 1, em que A e R
estdo ligados por uma ligagdo de amida. '

10. Heterdbmero de acordo com a reivindicagédo 1, em que A e R
estao ligados por uma ligacao de éster. |

11. Composigao compreendendo um heterémero de férmula |

A-R I

em que A é arginina covalentemente ligada a um segundo composto R de tal
forma que o grupo guanadino da arginina permance nao reagido e, em que
R é uma molécula or'génica, em que o heterbmero tem um fluxo.maior sobre
a pele do que a arginina sozinha.

12. Composicdo de acordo com a reivindicagéo 11, em que R é
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uma vitamina.

13. Composig¢do de acordo com a reivindicagdo 12, em que R é
vitamina C. _

14. Composigéo de acordo com a reivindicagdo 12, em que R é
vitamina E.

15. Composig¢do de acordo com a reivindicagdo 12, em que R é
vitamina D.

16. Composi¢ao de acordo com a reivindicéqéo 11,emque R é

© um acido graxo.

17. Compdsigéo de acordo com a reivindicagao 16, em que o a-
cido graxo € acido palmitico. |
18. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 11, em que R ¢
um retinoide. ' ‘
19. Composigdo de acordo com a reivindicagéo 11, em que A e
R s&o ligados por uma ligagao de éster.
20. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 11, em que A e
R sao ligados por uma ligacao de amida. |
21. Composicdo de acordo com a reivindicagado 11, compreen- '
dendo ainda p'reparagc")es para tratamento da pele.
22. Composicao de acordo com a reivindicagao 11, compreen-
dendo ainda preparagdes para banho. |
_ | 23. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 11, compreen-
dendo ainda preparagdes de cosméticos. ' V
- 24. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 11, compreen-
dendo ainda preparagdes para cuidados com os olhos.
 25. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 11, compreen-. .
dendo ainda preparacoes para cuidados com os labios.
26. Composi¢ao de acordo com a reivindicagéo 11, corﬁpreen-
dendo ainda preparacgoes de filtros solares. '
- 27. Composigdo de acordo com a reivindicagédo 11, compreen-
dendo ainda preparacgoes para tratamento dos cabelos.

28. Composigao de acordo com a reivindicagdo 11, compreen-
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dendo ainda preparacao anti-acne.

29. Composicao de acordo com a reivindicagao 11, compreen-
dendo ainda preparagdes anti-oxidantes.

30. Composigéd de acordo com a reivindicagao 11, compreen-
dendo ainda preparagdes anti-psoriase.

31. Composicdo de acordo com a reivindicagao 11, compreen-
dendo ainda preparag¢des de corticosteroides.

32. Método para prover um efeito benéfico para a pele compre-
endendo: aplicar topicamente uma composi¢ao compreendendo um heterd-
mero de férmula I:

A-R I
em que A é arginina covalentemente ligada a um segundo composto R de tal
maneira que o grupo guanadino da arginina permanece néo reagido e, em
que R é uma molécula organica, em que o heterébmero tem um fluxo maior
sobre a pele do que a arginina sozinha.
_ 33. Método de acordo com a reivindicagdo 32, em que o efeito
benéfico é promover angiogénese nos foliculos do cabelo.

34. Método de acordo com a reivindicagdo 32, em que o efeito
benéfico é reduzir os sinais de envelhecimento da pele.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 32, em que o efeito
benéfico é reduzir os sintomas de acne.

36. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que o efeito
benéfico é reduzir ou prevenir o dano causado pela exposi¢éo da pele a luz
solar. -

37. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que o efeito
benéfico é reduzir a aparéncia de linhas flnas e rugas na pele.

38. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que o efelto
benéfico é reduzir as secregdes glandulares.

39. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que o efeito
benéfico é prover um antioxidante para a pele.

40. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que a compo-

sicdo é aplicada para suavizar a textura da pele.



41. Método de acordo com a reivindicagdo 32, em que a compo-
sicdo é aplicada para prover umidade e beneficio lubrificante na pele.

42. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que o segun-
do composto é acido palmitico.

43. Método de acordo com a reivindicacao 42, em que a compo-

sicdo é aplicada para suavizar e textura da pele.
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- RESUMO -

Patente de lnvengao "HETEROMEROS DE ARGININA PARA ADMINIS~ .
TRAGAO TOPICA"." , _

A presente invengao refere-se a uma estratégia para pfover be-

neficio terapéutico ou cosmético para a pele aplicando topicamente arginina -

quihjicarmevnte ligada a Um_ segdndo-composto (nao qligo-arginina) a fim de

aumentar a ‘disi_ribuigéo transepitelial de arginina sobre a pele, através de

- uma combinagdo de solubilidade e fluxo aumentados. Os heterémeros de’

arginina da invengao podem adicionar probriedades\complémentares ou be-
néficas para a pele-além daquelas que s3o relacionadas a arginina.
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