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(57) Resumo:. USO DE ACIDO ADAMATIL METOXIDIFENIL
PROPENOICO PARA O TRATAMENTO DE ACNE. A presente
invengao refere-se ao uso de uma substancia per- tencendo a classe
de retindides atipicos para o tratamento tépico de acne é descrito. Em
particular, os efeitos sobre um modelo animal para essa doenga de
pele de um composto farmacéutico ou cosmético para uso tépico
contendo acido adamantil metoxidifenil propendlco formulado em um
gel sdo demonstrados.



10

15

20

25

30

Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "USO DE A-
CIDO ADAMATIL METOXIDIFENIL PROPENOICO PARA O TRATAMEN-
TO DE ACNE".
CAMPO DA INVENCAO

A invengdo descrita aqui se refere ao uso de uma substancia

pertencendo a classe de retindides atipicos para o tratamento topico de ac-

ne.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

A acne é um disturbio multifuncional o qual ocorre comumente

durante a adolescéncia e a qual, algumas vezes, cicatriza espontaneamente
mas, mais freqientemente, dura um longo tempo e requer tratamentos topi-
cos ou sistémicos especificos com substancias quimicas, tais como peroxido
de benzoila, retindides, antibidticos e antiandrogénios. Infelizmente, alguns
desses produtos podem produzir efeitos colaterais, tais como vermelhidao,
secura da pele e reacdes alérgicas. Além disso, um dos problemas funda-
mentais no tratamento de acne e outras doengas da pele é o cruzamento da
camada epidérmica, a qual representa a barreira fisiolégica natural ao in-
gresso de farmacos. Na verdade, para manter um efeito farmacolégico local,
aplicagao topica é usada através de administragao do principio ativo formu-
lado em pomadas, cremes ou géis, usados como veiculo.

Lecitina, um fosfolipidio de origem natural, é usado em determi-
nados preparados cosméticos ou farmacéuticos como o principal componen-
te ou como um emulsificante. Sua funcdo, a despeito de ser estrutural, pode
ser funcional em termos de transporte do principio ativo para a pele. Na ver-
dade, a similaridade quimica entre a lecitina (fosfatidil colina) e os compo-
nentes lipidicos das membranas celulares sugere que veiculos baseados em
lecitina podem ser bem tolerados pelo corpo e, ab mesmo tempo, aumentam
a agdo farmacolégica (Scartazzini e Luisi, 1988 J. Physiol. Chem. 91 , 823-
833).

O termo "acne" (do Grego akni. eflorescéncia) descreve as le-
soes foliculares as quais aparecem durante a adolescéncia e as quais estao

relacionadas a seborréia e a formagao de comeddes. Ela é uma doenca ex-
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tremamente comum a qual, em um grau variavel, afeta aproximadamente
90% dos adolescentes, mas somente 10% desses requerem intervengao
médica e apenas 1% dos ultimos possuem problemas clinicos os quais sao
dificeis de resolver.

A acne é uma inflamacgéo cronica do aparelho pilo-sebaceo a
qual se apresenta em varias formas, como comeddes, pustulas, nédulos,
cistos e cicatrizes. Existem muitas variedades clinicas com relacdo a apa-
réncia, curso, idade de inicio e localizagao. A forma mais comum é a acne
juvenil, a qual aparece na puberdade e se cura espontaneamente em torno
da idade de 25, mesmo embora ela possa aparecer depois, reocorrer e re-
gredir apos 30 anos de idade (Kraning e outros. 1979 J. Invest. Dermatol. 73,
395-401).

O inicio é geralmente durante a idade de desenvolvimento, com
lesOes tipicas da pele: comeddes, papulas, nddulos e cistos. Os comeddes
sdo foliculos intumescidos com sebo, comumente denominados “espinhas”,
guando o orificio folicular esta fechado e "cravos" quando o orificio folicular
se abre; eles estdo distribuidos com maior freqiéncia em torno do nariz e
sobre ele, sobre a testa, em torno e nos ouvidos e, finalmente, sobre 0 quei-
xo. As péapulas sdo a complicacédo inflamatéria dos comeddes e aparecem
como areas elevadas avermelhadas de varios tamanhos. Elas duram uns
poucos dias e desaparecem sem vestigios. Pustulas séo lesdes de cor ama-
relada, de formato hemisférico e cheias de pus, as quais superam as papu-
las. Elas duram dois a trés dias e extravasam para o exterior, com formagao
de crosta. Nédulos sao grandes formagoes sélidas, freqlientemente doloro-
sas a pressao, produzidas por um infiltrado inflamatério. Cistos sdo grandes
areas elevadas cheias de pus, muito dolorosos ao toque, 0s quais permane-
cem inalterados por semanas e, diferente das outras lesdes da acne, podem
se transformar facilmente em cicatrizes, essas sendo consequéncias perma-
nentes da acne as quais sao antiestéticas e, algumas vezes, desfigurantes.

Os principais fatores patogénicos envolvidos na etiopatogénese
da acne sdo: 1) hiper-secrecao sebacea; 2) hiperqueratose folicular; 3) colo-
nizagao bacteriana dos foliculos; 4) o inicio de um processo inflamatdrio.
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Individuos com acne secretam mais sebo do que os controle e esse fator
parece estar correlacionado a gravidade da acne. O desenvolvimento e ati-
vidade secretéria das glandulas sebaceas sao controlados pelos hormdnios
andrégenos, produzidos pelo testiculo, pelo ovario e pelas glandulas adre-
nais.

A testosterona influéncia a atividade proliferativa da glandula
sebacea, a qual tem receptores com uma alta afinidade por esses hormdnios
e também tem a enzima 5-o-reductase, capaz de converter testosterona em
sua fracao ativa bioldgica, dihidrotestosterona. Os fatores hormonais estao
envolvidos nos surtos ciclicos de acne durante a fase prematura em mulhe-
res.

Hiperqueratose folicular € um evento fundamental para o desen-
volvimento das lesdes da acne e € em virtude, em parte, da proliferacao au-
mentada da epiderme e parcialmente ao desprendimento retardado dos co-
medcitos. O resultado € um espessamento da parede folicular, obstruindo a
saida do sebo o qual, entdo, estagna e forma comeddes. Sob essas condi-
¢oes, Propionibacterium Acnes, uma bactéria anaerébica, tende a se desen-
volver e proliferar (Strauss e outros, 1974 J. Invest. Dermatol. 62, 321-325;
Harris e outros, 1983 J. Am. Acad. Dermatol. 8, 200-203), produzindo acidos
graxos livres com capacidade irritante e comedogénica, estimulando a res-
posta imune. Finalmente, inflamagédo € em virtude da passagem de substan-
cias biologicamente ativas do duto pilo-sebaceo para a derme. Os tratamen-
tos disponiveis podem ser divididos em tratamentos queratoliticos e bacteri-
ostaticos se eles se referem a reconstru¢do celular e agdo antibacteriana,
respectivamente.

As estratégias terapéuticas dependem da gravidade do disturbio.
Medicamentos para uso topico sao preferidos para formas médias ou mode-
radas de acne. Os cremes mais comuns sao aqueles baseados em peréxido
de benzoila, o qual seca os pontos e bloqueia a infecg¢ao.

Existem trés tipos de tratamento tépico para acne disponiveis
hoje. Esses sao baseados em diferentes mecanismos de acao; retinoides,
agentes comedoliticos, os quais diminuem o processo de descamacgao de
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forma a reduzir o nimero de comeddes e microcomeddes; antibiéticos, com
atividade bactericida os quais atuam através de morte direta das formas de
P. acnes, também tendo um leve efeito indireto sobre a comedogénese; te-
rapia combinada, usando retindides e antibidticos topicos, para pacientes
que sofrem de formas graves de acne, com lesdes comedogénicas e infla-
matdrias a0 mesmo tempo.

Para o fendmeno de acne ndo particularmente grave, Retin-A,
também conhecida como tretinoina, € um agente anticomedogénico o qual é
aplicado diretamente a pele. Sua agéo, na forma de uma log&o ou creme, é
queratolitica, isto &, ela restaura o processo normal de formagéo de querati-
na e impede a formagdo de comeddes (cravos).

A pesquisa no campo dermatoldgico por novas solugbes tera-
péuticas esta constantemente evoluindo. A Ultima geracdo de solugdes tera-
péuticas agora disponivel é a seguinte:

1. Tazaroteno, um produto sintético o qual interage especifica-
mente com receptores de vitamina A. Assim como sobre a acne, ele é eficaz
no tratamento de psoriase;

2. Acido azelaico tem produzido resultados alternativos em estu-
dos na Europa e é caracterizado por um amplo espectro de agao dupla, an-
timicrobiana e de queratinizagao; na verdade, ele também é usado em casos
de hiperpigmentacgao cutanea (Graupe e outros, 1996, Cutis 57, 20-35); e

3. Adapaleno, um derivado de acido naftdéico com atividade reti-
néide. Esse é um modulador de diferenciagao celular com um efeito de que-
ratinizaco; o qual é eficaz e menos irritante do que o acido retindico. Ele é
comercializado sobre a marca Differin® e é usado para o tratamento topico
de acne vulgaris, onde comeddes, papulas e pustulas predominam.

O pedido de patente internacional WO03/011808 descreve uma
nova classe de compostos definidos como acidos retindides atipicos os
quais sdo descritos como tendo uso antitumoral. Os compostos descritos
nesse pedido incluem acido adamantil metoxidifenil propendico (ST1898).
DESCRICAO DA INVENCAQ

O principal objetivo da presente invengao se refere a descoberta
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modelo animal usado com uma referéncia para essa doenca.

Essa atividade comedolitica ndo pode ser prevista em virtude da
auséncia de referéncias estruturais definidas sobre substancias pertencendo
a mesma classe quimica (derivados adamantil difenilicos de acido propendi-
Co).

O principal objetivo da presente invengao, portanto, € o uso de
acido adamantil metoxidifenil propendico para o preparo de um composto
farmacéutico ou cosmético para uso topico para o tratamento de acne.

A férmula desse composto € como segue:

A sintese quimica desse compostos € descrita no pedido de Pa-
tente Internacional WO03/011808 (vide, em particular, exemplo 20).

Outro objetivo da presente invengao é também uma composi¢éo
farmacéutica ou cosmética para tratamento tépico de acne contendo acido
adamantil metoxidifenil propendico, como 0 ingrediente ativo, junto com ou-
tros excipientes e/ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

O termo "farmaceuticamente aceitavel" significa aprovado pela
farmacopéia (Européia, Britanica ou dos Estados Unidos) para uso animal e,
mais particularmente, uso humano.

Exemplos desses excipientes sdo: glicose, lactose, sacarose,
gelatina, amida, estearatos, monoestearatos, palmitatos, glicerol, agua, eta-
nol, lipidios, fosfolipidios, agentes tamponados, tais como dehidrogenato de
fosfato de sédio ou sais de aménio, misturas desses, etc.

Outros exemplos de excipientes ou veiculos sdo descritos em
"Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. Martin.

A composicado da presente invencao pode ser formulada na for-
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ma de creme, pomada, gel, espuma, solugdo em spray ou emplastros com
liberacdo sustentada. A composicdo da presente invengao esta, de preferén-
cia, na forma de gel.

Mais preferivelmente, a composigdo da presente inven¢do € um
gel de lecitina tal como, por exemplo, Epikuron 200%, o qual é uma lecitina
de soja purificada, isto é, uma fosfatidil colina ceracea purificada de semen-
tes de soja através de cromatografia em coluna para uso na industria farma-
céutica (pureza de mais de 92%).

A quantidade de principio ativo presente na composi¢do da in-
vengao pode ser facilmente calculada com base nos exemplos reportados no
presente pedido de patente e de testes clinicos subseqlentes. A composi-
¢ao da presente invengao contém, de preferéncia, 0,1 mg de principio ativo
por 100 mg de gel de lecitina.

A invencao ¢ ilustrada pelos exemplos a seguir 0s quais nao sao
limitativos do escopo da invengéo.

DESCRICAO DO DESENHO
A Figura 1 mostra os efeitos de tratamento tépico com ST1898

(Formulagédo 1) sobre a pele de camundongos rhino. Esse tratamento teve
um efeito muito acentuado sobre a redugdo do numero, dimensoes e teor
aspero dos utriculos/pseudocomeddes, bem como sobre a morfologia das
glandulas sebaceas, as quais se tornaram mais atréficas (setas na figura). A
hiperplasia da epiderme (B), comparado com os camundongos néo tratados,
também era particularmente clara (A). Além disso, a pele dos camundongos
rhino tratados manifestou um defeito na fase catagénica do foliculo piloso, o
qual envolvia a perda completa de pélo pela sexta semana de vida e o de-
senvolvimento dos assim denominados utriculos/pseudocomeddes (C na
Fig. 1), os quais representam modelos de comeddes abertos histologicamen-
te similares as lesbes "retencionais" da acne. A pele de camundongos rhino
também era caracterizada por atrofia das glandulas sebéceas (setas na Fig.
1) e pela presenca de cistos na porg¢éo profunda da derme (asterisco na Fig.
1, apenas parcialmente visivel, uma vez que as imagens mostram apenas a

porcao mais superficial da pele).
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EXEMPLOS

Exemplo 1
Preparo e Caracterizacao dos Organogéis

Os seguintes foram usados para os subseqiientes preparos: leci-
tina, extrato de semente de soja (Epikuron 200%®), palmitato de isopropila,
acido ascorbico, molibdato de amonio, cristais de iodo, fosfato de tetrameti-
laménio, carbono descolorizante e dehidrogen fosfato de sédio. Além disso,
cloroférmio, cloreto de metileno, metanol, etanol, sulféxido de dimetila (DM-
SO) e uma solugdo aquosa de amoénia (30%).

O lipidio de referéncia POPC (1-palmitoil-Z-oleoil-sn-glicero-S-
fosfatidil colina) foi adquirido da Avanti Polar Lipids (Canada) e usado sem
outra purificagao.

O principio ativo acido adamantil metoxidifenil propendico
(ST1898) foi sintetizado e purificado pela Sigma-Tau (Pomezia, Roma).

Método de Preparo do Gel

A solugao de lecitina foi preparada através de dissolugéo de leci-
tina em palmitato de isopropila (IPP), através de agitagdo magnética a 40-
50°C em poucos minutos ou umas poucas horas, dependendo do percentual
em peso de lecitina. Cada sistema de solvente-lecitina produziu um gel apos
a adicdo de uma pequena quantidade de agua, geralmente expressa como
W, indicando a proporgdo molar entre a agua e a lecitina, de acordo com a
equagao 1:

_ _[H,0]
% [lecitina] Eq. 1

O gel foi formado quando a 4gua estava completamente disper-
sa na fase organica, um fendmeno geralmente dependente da concentragao
de lecitina, da agitagdo magnética e da natureza do solvente usado. Sob as
condigdes usadas nesse estudo, a gelificagdo da solugdo de lecitina/IPP o-
correu em intervalos de tempo os quais oscilavam de uns poucos segundos
a uns poucos minutos.

Exemplo 2
Preparo da Composicao de ST1898 - Formulacao 1
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Preparo do Formulado de ST1898 na Fase de Gel

As quantidades requeridas de ST1898 e lecitina Epikuron 200
foram dissolvidas em IPP (ST1898: 0,1%, lecitina 47%, IPP 52,9%), deixan-
do a solugdo sob agitacdo magnética durante o tempo necessario para dis-
solugdo completa (2-12 horas, dependendo da concentragdo de lecitina) em
uma temperatura de 60-70°C.

Todos os componentes, incluindo o solvente IPP, foram gravime-
tricamente medidos. Por razdes praticas (dissolugcdo completa do farmaco),
foi util preparar uma solugdo de lecitina/IPP e, entdo, dissolver o farmaco
com essa fase organica. Apenas apos essa etapa a quantidade de agua ne-
cessaria para gelificacao foi adicionada. O recipiente foi protegido da luz ao
ser coberto com uma folha de aluminio, dada a fotossensibilidade do retin6i-
de. Nos casos nos quais a solugdo nao se tornou homogénea imediatamen-
te, ela foi gentilmente irradiada. O volume de agua, adicionado usando uma

microsseringa de Hamilton, foi calculado de acordo com a equagéo 2:

m
VE,ZO(mL)=—E’;—26°i’0(i)x18><w0 Eq. 2

onde

Vhzo representa o volume de agua a ser adicionado (em mi),
MEep20o € a quantidade de lecitina Epikuron 200 (em g) e

W, é a proporcdo molar desejada de agua e lecitina (vide eq. 1).
Exemplo 3

Procedimentos Analiticos

" Espectrometria por UV-Vis foi usada para caracterizar o retinéide
ST1898 quantitativamente dissolvido no solvente DMSO e incorporado na
fase de gel de lecitina/IPP, usando um espectrofotdmetro com arranjo de
diodo (Agilent HP8452A), com uma resolugdo de 2 nm, usando cadinhos de
quartzo de 1 cm. Transferéncia do organogel contendo o retindide ST1898
para o cadinho requereu elevagao da temperatura (aproximadamente 60°C),
dado a alta viscosidade do material, seguido por resfriamento para realizar a
andlise.
Analise por HPLC
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A analise por HPLC do retindide ST1898 dissolvido em DMSO e
incorporadb na fase de gel foi realizada com o aparelho de HPLC HP1050
(Agilent), proporcionado com um detector com arranjo de diodo de UV-Vis e
o software HP ChemStation. O procedimento para a andlise quantitativa do
farmaco envolve eluigdo isocratica (metanol/agua, na propor¢ao volumétrica
de 80/20, com 0,2% de TFA) sobre uma coluna de Fase Reversa Nucleosil
C18, 3 um (dimensdes de particula), 125 x 4 mm; fluxo de 1,5 ml/min; volu-
me injetado igual a 5 ul (sob essas condigdes, uma pressao estacionaria de
aproximadamente 14 MPa (140 bar) foi registrada). Detecg¢ao foi através de
espectrofotometria, usando absorbancia (330 nm). Condigcbes tipicas sdo
injecéo de 5 ul de solugdes de ST1898 em DMSO. O tempo de retengao ob-
servado era igual a aproximadamente 8 minutos.

A andlise do farmaco ST1898 incorporado na fase de gel de leci-
tina/IPP requereu diluigao preliminar com cloroférmio para reduzir a viscosi-
dade da matriz, de modo que ela pudesse ser injetada na coluna de croma-
tografia. Na fase de determinacdo méaxima de solubilidade, centrifugacao foi
usada antes de levar a amostra de gel para andlise. As condi¢des de eluigcao
eram similares aquelas reportadas acima, mesmo se o fluxo de efluente fos-
se otimizado de acordo com a concentragao de lecitina (por exemplo, 1,5
ml/min).

Condigoes tipicas proporcionadas para a inje¢ao de ST1898 a
0,2% peso/peso em organogel de lecitina Epikuron 200 a 42% peso/peso
(aproximadamente 800 mM) em IPP (W, = 3) adequadamente diluida em
cloroférmio.

Determinacdo Quantitativa via HPLC com Detecgéo através de Espectrofluo-

rimetria

A analise foi realizada com o aparelho de HPLC (System Gold,
Beckham), proporcionado com um detector fluorimétrico (Aex = 330 nm, Aem =
475 nm), eluicdo isocratica (metanol/agua, em uma proporgao volumétrica
de 80/20, com 0,2% de TFA) sobre uma coluna de Fase Reversa C18 Lic-
hrosher 100, 5 um (dimensGes de particula), 125 x 4 mm; fluxo de 1,0
ml/min; volume injetado igual a 10 ul. Condigcdes tipicas envolviam a inje¢ao
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de 10 ul de solugdo de ST1898 em THF. O tempo de reten¢do observado
era igual a aproximadamente 16,5 minutos.

Exemplo 4
Acido Comedolitica do ST1898 (Formulacdo 1) sobre Pseudocomeddes Epi-

dérmicos no Modelo Animal com Camundongos Rhino

Modelo Animal Usado no Estudo

O camundongo rhino (h7"h’™) é um alelo do camundongo sem
pélo e é um modelo animal experimental para acne nao inflamatéria. Nesse
animal, apds o primeiro revestimento de pélos, uma falha na fase de catagé-
nese resulta em uma perda prematura e irreversivel de pélos na idade de 4
semanas. O foliculo falha em se reconstruir. Ao contrario, a parte inferior da
unidade folicular original se desenvolve em cistos que produzem uma cama-
da cérnea enquanto se tornam permanentemente situados na derme profun-
da e aumentam a medida que a idade do animal avanga. Enquanto isso, o0s
canais pilosos originais (parte superior da unidade folicular original) se trans-
formam em cavidades ampuliformes ou utriculos. Esses utriculos sdo cheios
de células corneas e sebo e aumentam progressivamente em virtude da
producdo e acumulo de material cérneo. Histologicamente, eles se asseme-
lham a lesbes acneicas retencionais tipicas ou comeddes. Contudo, eles nao
sd0 visiveis a olho nu e ndo podem ser espremidos entre os dedos. Confor-
me na acne humana, as glandulas sebaceas se retraem progressivamente a
medida que o utriculo se forma e aumenta. Finalmente, a pele do camun-
dongo rhino parece mole e redundante, em virtude de uma falta de fibras
elasticas. Portanto, a pele de camundongos rhino adultos é caracterizada
pelos utriculos que sdo derivados da zona infundibular das unidades folicula-
res originais. Esses sdo histologicamente similares as lesdes de acne reten-
cionais, isto €, microcomeddes. Camundongos rhino, portanto, tém sido usa-
dos durante os Ultimos 30 anos em protocolos in vivo objetivados a testagem
de atividade comedolitica de novos farmacos, topicamente e, até um ponto
menor, sistemicamente administrados para o tratamento de acne.

Efeitos comedoliticos de varios agentes antiacne, em particular
retindides administrados topicamente, sobre a pele do camundongo rhino
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foram reportados primeiro em 1970 usando métodos histoldgicos qualitativos
os quais mostraram: 1) a transformagao de parte dos utriculos/comeddes em
canais pilosos curtos, estreitos, ndo-hiperplasicos com glandulas sebaceas
bem desenvolvidas, 2) a involugdo completa de parte do utriculo, levando a
longos trechos de epiderme de aparéncia normal, 3) um aumento na espes-
sura da epiderme, 4) nenhum efeito sobre os cistos na derme profunda. Es-
sas modificacdes comegam a aparecer apés 1 semana de tratamento topico
com retindides (por exemplo, um acido all-trans-retindico ou adapaleno) e
atingem um maximo apds 3 semanas.

No momento, a técnica mais amplamente usada na selegéao de
agentes comedoliticos tdpicos para avaliagdo e medigao de sua atividade
comedolitica é andlise de imagem histolégica quantitativa de se¢bes de pele
de camundongos rhino a partir de uma bidpsia da pele obtida no final de um
periodo de tratamento de trés semanas. Vérias medicdes microscopicas
permitem calcular os seguintes parametros: o numero total de utriculos na
pele (comeddes) por centimetro de extensdo de stratum corneum, o perfil do
comedao o qual proporciona uma medida do aspecto morfolégico do come-
dao (isto é, ampuliforme versus estreito) e a espessura epidérmica.

De acordo com o estudo, o qual levou & presente invengéo, ca-
mundongos rhino machos (RHJ/LeJ) (lote N° 2004256 nascido em
28/07/2004) e camundongos rhino fémeas (lote N® 2004257, 8 nascidos em
11/08/2004 e 7 nascidos em 21/07/2004), de 5-6 semanas de idade com um
peso corporal de 18-22 g no inicio do experimento fornecidos pela Charles
River ltaly S.p.A., alojados em gaiolas de Makrolon (26,7 x 20,7 x 14 cm de
tamanho); um rato em cada gaiola, com uma cobertura plastica com um filtro
e com uma grade sobre uma cama de serragem estéril.

Alimento e agua estavam disponiveis ad libitum. A dieta diéria de
cada rato envolvia racao (GLP 4RF21 , fornecida pela companhia Mucedola)
durante todo o periodo do estudo. Os certificados analiticos da reagéo e &-
gua dos animais foram mantidos nas premissas proporcionadas pela Sigma-
Tau. ‘

Os animais foram alojados em ciclos de claro/escuro de 12 ho-
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ras (7:00-19:00 luz).

Os parametros da sala do animal foram ajustados como segue:
temperatura de 22 + 2°C, umidade relativa igual a 55 + 15%, filtros de ar tro-
cados a cada 15-20 horas.

As condi¢gdes ambientais foram monitoradas e os dados foram
mantidos nos Arquivos de Alojamento Animal.

2 grupos foram formados com 6 animais em cada.

A autorizagdo para uso dos animais nos laboratérios da Sigma-
Tau foi obtida do Ministério da Saude. O tratamento e uso dos animais esta-
vam de acordo com as Diretrizes Européias N2 86/609 e com o sistema Re-
gulatério Italiano (Decreto Legislativo N2 116, Art. 6, 27 de Janeiro de 1992).
Cada parte do estudo referente ao tratamento de animais foi aprovado pelo
departamento veterinario da Sigma-Tau.

Distribuicao Aleatdria

Os empregados do alojamento de animais transferiram os ca-
mundongos das caixas para as gaiolas aleatoriamente. Cada gaiola foi, en-
tao, etiquetada com um cartao identificando o tipo de tratamento (substancia

usada, dose, via de administragao e numero de identificagdo do animal).

Tratamentos

Os animais foram tratados através da aplicagao tdpica ao dorso
durante 45 s dos compostos examinados dosados usando uma micropipeta
com volume de 50 ul, uma vez por dia durante 5 dias consecutivos por se-
mana, durante um periodo de 3 semanas (nos laboratérios da Sigma-Tau).
Os produtos aplicados foram: ST1898 a 0,1% no veiculo (Formulagao 1: or-
ganogel de lecitina Epikuron 200, 46,9% peso/peso (aproximadamente 800
mM) em palmitato de isopropila, com W, = 3) e animais n&o tratados.

Tipos e Frequéncias de Registros

Os animais foram precisamente observados, dando atengao par-
ticular ao comportamento e aos sinais locais e gerais, a cada dia, antes e
apos tratamento, verificando e registrado quaisquer mortes. Além disso, to-
dos os animais foram pesados antes de cada tratamento com os compostos

sob exame e com o veiculo.
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Biopsias Teciduais

Apos trés dias do final do tratamento, cada camundongo foi mor-
to através de deslocamento cervical e o pélo foi removido do dorso do ani-
mal. Biopsias foram tomadas usando perfuragbes de 6 mm da area tratada,
fixadas em formalina tamponada a 10% e incluidas em parafina (fixando e
passando através de etanol a 70% nos laboratérios da Sigma-Tau, incluséo
em parafina no BMC Laboratory, IDI). 3 se¢des foram obtidas de cada biop-
sia, de 3 um de espessura e 150 um de distancia e coradas com corante
hematoxilina-eosina.

Exame Histologico e Analise da Imagem

Usando o microscopio KS300.3 (Zeiss, Jena, Alemanha) com
ampliagdo de 20X, uma andlise morfométrica e avaliagdo microscopica
quantitativa dos seguintes parametros foi realizada:

v numero de utriculos/pseudocomeddes por unidade de com-
primento (cm) da camada cdérnea;

v didmetro maximo dos utriculos/pseudocomeddes (D);

v'diametro do orificio dos utriculos/pseudocomeddes (d);

v area da epiderme interfolicular (S) e comprimento (L) da ca-
mada basal da epiderme na mesma area.

O perfil dos comeddes foi expresso como r = d/D e a espessura
da epiderme como S/L em um.

Avaliacao dos Dados

A analise dos dados obtidos e, mais precisamente, a compara-
¢ao entre os dados da comparagao de cada grupo diferente de animais, foi
realizada usando o teste ndao-paramétrico de Mann-Whitney para dados néo-
emparelhados.

Usando essa formulagéo de gel (Formulagdo 1 - ST1898 a 0,1%
em lecitina/IPP a 47/53 peso/peso; Wy = 3) para experimentos in vivo , foi
possivel documentar a atividade comedolitica potencial da substancia ap6s

tratamento tépico sobre camundongos rhino.

Resultados:

Acdo Anti-Comedolitica de ST1898 (Formulacdo 1) e Adapaleno sobre os
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Utriculos/Pseudocomeddes Epidérmicos de Camundongos Rhino

A partir da literatura, a capacidade dos retindides de induzir a
comeddlise e espessamento da epiderme é conhecida, efeitos em virtude de
uma hiperproliferagao das células epidérmicas (ou hiperplasia) na pele dos
camundongos rhino (Kligman L. H. e Kligman A. M., 1979 J. Invest. Derma-
tol. 73, 354-8; Mezick e outros, 1984 J. Am. Acad. Dermatol. 11 , 902-4; Ash-
ton e outros, 1984 J. Invest. Dermatol. 82, 632-5).

O modelo in vivo usado nesse projeto de pesquisa é o camun-
dongo rhino mouse (h™hr™), o qual é alélico para o camundongo sem pélos
(h'"hr'") e representa um modelo animal experimental para acne néo-
inflamatdria. Esse modelo tem sido usado durante os ultimos vinte anos para
avaliar a eficacia terapéutica, em particular eficacia comedolitica, de com-
postos antiacne aplicados topicamente e também administrados sistemica-
mente. Os camundongos rhino manifestam varias alteragdes da pele, inclu-
indo um defeito na fase catagénica do foliculo capilar, o qual envolvia a per-
da completa pela sexta semana de vida e o desenvolvimento dos assim de-
nominados utriculos/pseudocomeddes (C na Fig. 1), os quais representam
modelos de comeddes abertos histologicamente similares as lesdes "reten-
cionais" da acne. A pele de camundongos rhino também era caracterizada
por atrofia das glandulas sebaceas (setas na Fig. 1) e pela presencga de cis-
tos na porgao profunda da derme (asterisco na Fig. 1, apenas parcialmente
visivel, uma vez que as imagens mostram a por¢ao mais superficial da pele).

ST1898 (Formulacao 1) aplicado topicamente, tinha caracteristi-
cas farmacologicamente uteis para tratamento de acne, com um efeito co-
medolitico e antiinflamatério e levando a uma redugéo no numero de come-
does. ST1898, portanto, atuou como um modulador dos processos de dife-
renciagao celular de queratinizagao e inflamagéao os quais, na patologia de
acne, sao grandemente alterados (Fig. 1).

Conforme pode ser visto na Figura 1, o tratamento tépico da pele
de camundongos rhino com ST1898 (Formulagdao 1) teve um efeito muito
acentuado sobre a redugao do numero, dimensdes e teor cérneo dos utricu-

los/pseudocomeddes (Tabela 1), bem como sobre a morfologia das glandu-
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las sebaceas, as quais se tornaram mais atréficas (setas na figura). A hiper-
plasia da epiderme (B), comparado com os camundongos ndo tratados,
também era particularmente clara (A).

Tabela 1

Andlise das Imagens dos Parametros Epidérmicos sobre a Pele de Camun-

dongos Rhino Machos e Fémeas

o Comedoes® Perfil de Espessura
Tratamentos | N° de (cm comedao (r = dos (UM
Nao tratados 6 27,8t 0,65+ 235+
ST1 898 a +* g ok * %k
0.1% 6 75+ 1,01 = 82,7 +

Os dados sdo a média = SD.

*P<0,05 e **P<0,01 vs. o grupo nao tratado (Mann-Whitney).

2 Numero de comeddes por comprimento de camada cérnea ex-
presso em cm.

O parametro diretamente correlacionado ao efeito comedolitico
de um farmaco apods tratamento tépico da acne é r (Tab. 1) (Mezick e outros,
1984 J. Am. Acad. Dermatol. 11, 902-4; Bouclier e outros, 1991 Skin Phar-
macol. 4, 65-73): se r é igual a ou maior do que 1, o composto sob exame
tem um efeito comedolitico demonstrado pela redugdo no numero de lesdes
tipicas da acne.

Comparado com o controle representado pelo grupo de camun-
dongos ndo tratados, pode ser observado que o valor desse parametro é
alterado pelo ST1898 (Formulacado 1), o qual produziu a alteragao dos co-
medoes fechados para comeddes abertos com um valor de r igual a 1, de-
monstrando um efeito comedolitico poderoso. Além disso, nos histogramas,
pode ser observado que o parametro o qual descreve a espessura epidérmi-
ca aumenta apds tratamento com ST1898.

Exemplo 5

Preparo da Composicdo de ST1898 - Formulagéo 2 - Preparo do Formulado
de ST1898 na Fase de Gel

Formulagdes: ST1898 a 0,1% e a 0,05% no veiculo.
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Veiculo: carbdmero 980, propileno glicol, poloxdmero, edentato dissddico,
metil hidroxibenzoato, fenoxietanol, hidréxido de sodio e agua purificada
Controle Negativo: sem tratamento

Adapaleno (gel Differin®) foi usado como composto de referéncia (0,1%).

Exemplo 6
Acdo Comedolitica de ST1898 (Formulacao 2) Sobre Pseudocomeddes Epi-

dérmicos em Camundongos Rhino

A autorizagdo para uso de animais em laboratérios da Sigma-
Tau foi obtida pela Autoridade de Saude ltaliana. O Cuidado e Alojamento de
animais estavam de acordo com as Diretrizes Européias no. 86/609 e com a
DL 116 ltaliana, 27 de Janeiro de 1992. Todas as partes desse estudo refe-
rentes aos cuidados com animais foram aprovadas pelo veterinrio oficial da
Sigma-Tau.

Fornecimento e Alpjamento de Animais

Os camundongos (Charles River Italy S.p.A. para o Jackson La-
boratory) foram alojados em gaiolas internas de Makrolon (26,7 x 20,7 x 14
cm) (1 camundongo/gaiola) com cobertura de grade de ago e cama de ser-
ragem de sabugos para forragem isentos de poeira pulverizados e esteriliza-
dos. Os animais foram alojados sob um ciclo de claro-escuro, mantendo-se a
temperatura e umidade constantes. Pardmetros das salas dos animais foram
avaliados como segue: temperatura de 22 + 2°C, umidade relativa de 55 +
15%, cerca de 15-20 trocas de ar filtrado/hora e 12 horas de ciclo circadiano
de luz artificial (7 da manha/7 da noite). As condigdes ambientais foram mo-
nitoradas; os dados foram retidos nos Arquivos do Alojamento de Animais.

Dieta e Suprimento de Aqua

Agua potavel foi fornecida ad libitum. A cada camundongo foi
oferecida diariamente uma dieta em pélete completo (GLP 4RF21 , Mucedo-
la) no decorrer do estudo. Os certificados analiticos do alimento e agua dos
animais foram retidos nas instalagées da Sigma-Tau.

Design de Estudo - Tratamento de Camundongos

30 camundongos rhino (RHJ/LeJ) (Jackson Laboratory), 15 ma-

chos e 15 fémeas (6-8 semanas de idade) foram subdivididos em 6 camun-
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dongos/grupo. Dois grupos foram tratados com ST1898 (Formulagdo 2)
(0,1% e 0,05% no veiculo), um grupo com adapaleno (gel Differin®), usado
como composto de referéncia (0,1%), um grupo com veiculo (0 mesmo da
férmula de gel Differin®: carbdmero 80, propileno glicol, poloxamero, edenta-
to dissddico, metil hidroxibenzoato, fenoxietanol, hidroxido de sédio e agua
purificada).

Um grupo nao foi tratado (controle). Os farmacos (50 ul) foram
aplicados com o dedo em uma luva estéril topicamente sobre a pele dorsal
(massagem durante 30-45 seg), uma vez por dia durante 5 dias consecuti-
vos/semana (excluindo Sabados e Domingos) durante 3 dias consecutivos.
Trés dias apds a ultima aplicagdo, os camundongos foram sacrificados atra-
vés de deslocamento cervical. Duas bidpsias por perfuragéo da pele (6 mm)
foram tomadas imediatamente apds a morte de todos os animais sacrifica-
dos. As bidpsias foram fixadas em formalina (solugdo de formalina tampona-
da a 10%) e incrustadas em parafina.

Exame post-mortem

Andlise de imagem histologica quantitativa foi avaliada como o
namero total de utriculos epidérmicos (comeddes) por centimetro de com-
primento de stratum corneum, o perfil do comedao e a espessura epidérmi-
ca. A partir de uma bidpsia, se¢des da pele de 3 um de espessura foram ob-
tidas em intervalos de 150 um e foram coradas com hematoxilina-eosina. A
segunda bidpsia foi mantida armazenada para registros.

Andlise morfométrica assistida por computador das seg¢des de
pele coradas foi realizada usando um sistema Zeiss KS300.3 (parametros n.
1, 3 e 4). Para o comprimento total do stratum corneum, medigdo com um
equipamento micrométrico foi usada. Os seguintes pardmetros microscopi-
cos foram medidos:

1) sobre cada utriculo/comedao epidérmico aberto, o maior dia-
metro ou didmetro tomado na metade da profundidade (D) e didametro do
orificio na superficie (d),

2) comprimento das trés se¢des, tomado como o comprimento

total do stratum corneum,
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3) namero total de utriculos/comeddes epidérmicos nas trés se-
coes,

4) em areas interfoliculares, superficie (S) da epiderme e com-
primento (L) da camada basal correspondente.

A partir desses dados, os valores médios (+ SD) foram calcula-
dos para cada grupo de animais:

1) nimero de utriculos/(comeddes)/comprimento de stratum cor-
neum (cm);

2) perfil do comedao, calculado como r = d/D,

3) espessura epidérmica, calculada como S/L em um.

Administracdo do Artigo de Teste

Uma aplicagdo topica sobre a pele dorsal (massagem durante
30-45 seq) foi realizada de 50 ul aplicados com o dedo em uma luva. O tra-
tamento foi feito uma vez por dia durante 5 dias consecutivos/semana (ex-
cluindo Sabados e Domingos) durante 3 semanas consecutivas.

Analise de Dados

Andlise estatistica foi realizada usando o "t" teste de Student
duplamente configurado para comparar dados obtidos dos diferentes grupos
de animais.

Uma diferenga significativa foi considerada quando um p valor
(P) < 0,05 foi atingido.

Outros métodos estatisticos foram usados se fosse considerado
necessario.

Resultados

Durante o tratamento, o peso corporal dos camun-
dongos foi registrado para controlar o estado de saude dos camun-
dongos. Nenhuma variagdo significativa no peso corporal foi encontrada
(tabela 2).

Os resultados da analise de camundongos rhino tratados com
ST1898 (Formulagdo 2) e de camundongos de controle sdo reportados na
tabela 2 e nas figuras 1-8. Os achados mais relevantes s&o resumidos aqui

depois.
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Analise Histoldgica

A andlise dos espécimes histolégicos dos cinco grupos de ca-
mundongos rhino mostrou:

a) Nenhum efeito do tratamento com veiculo sobre 0 numero e
morfologia de utriculos (comeddes) e sobre a morfologia e espessura epi-
dérmica, quando comparado com a pele ndo tratada. Numeros comeddes
aumentados cheios de células cornificadas foram observados em todos os
espécimes. As glandulas sebaceas pareciam acentuadamente atréficas. A
epiderme interfolicular limitada de camundongos nao tratados e tratados com
veiculo compreendia uma unica camada de células basais, duas a trés ca-
madas de células espinhosas e uma camada de células granulares contendo
granulos de querato-hialina. O stratum corneum parecia espesso e frouxa-
mente organizado, com uma aparéncia em "onda de cesto" caracteristica.

b) Uma forte redug¢ao no numero de comeddes na pele de ca-
mundongos tratados com ST1898. Tal efeito parecia comparavel em camun-
dongos tratados com ST1898 e camundongos tratados com adapaleno. Em
todos os animais tratados com composto ativo, a maioria do foliculos se tor-
nou canais pilosos estreitos os quais nao mostram acimulo de material cor-
neo. Além disso, glandulas sebaceas distintamente aumentadas estavam
conectadas aos canais foliculares.

c) Uma hiperplasia da epiderme interfolicular em camundongos
tratados com ST1898 e tratados com adapaleno. Especificamente, a epi-
derme interfolicular compreendia uma unica camada de células basais, 3-6
camadas de células espinhosas e 3-5 camadas de células granulares con-
tendo numerosos granulos grandes de querato-hialina. O stratum corneum
era mais compacto, em particular em sua porcao inferior. De nota, a hiper-
plasia epidérmica parecia mais acentuada na pele de camundongos tratados
com adapaleno quando comparado aos camundongos tratados com
ST1898. Além disso, um leve infiltrado de linfécitos dérmicos foi observado
em todos os animais tratados com composto ativo.

Andlise Morfométrica

Numero de Comeddes. O numero de comeddes por centimetro
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de stratum corneum era comparavel em camundongos nao tratados e ca-
mundongos tratados com o veiculo.

Esse valor era altamente reduzido em camundongos tratados
com ST1898 a 0,1% e 0,05% quando comparado com controles nao tratados
e tratados com veiculo (p valor < 0,0005). O numero de comeddes era signi-
ficativamente menor em camundongos tratados com ST1898 a 0,1% com
relacdo aos camundongos tratados com ST1898 a 0,05% (p valor < 0,005).
ST1898 a 0,1% e adapaleno a 0,1% mostraram um efeito comparavel (p va-
lor = 0,288626).

Perfil de comedao. A andlise do perfil de comedao mostrou um
aumento altamente significativo e comparavel no valor r em camundongos
tratados com ST1898 a 0,1%, ST1898 a 0,05% e adapaleno com relagao
aos camundongos de controle ndo tratados e tratados com veiculo (p valor <
0,0005). Esses dois ultimos grupos mostraram valores comparaveis.

Espessura da epiderme. A espessura da epiderme era significa-
tivamente aumentada em camundongos tratados com ST1898 a 0,1%,
ST1898 a 0,05% e adapaleno com relagdo a ambos 0s grupos de camun-
dongos de controle (p valor < 0,0005). Camundongos néo tratados e trata-
dos com veiculo mostraram valores comparaveis. A espessura da epiderme
era maior em camundongos tratados com ST1898 a 0,05% quando compa-
rado com camundongos tratados com ST1898 a 0,1% (p valor < 0,05) ou
adapaleno (p valor < 0,005). Camundongos tratados com adapaleno mostra-
ram uma epiderme significativamente mais espessa quando comparado com

camundongos tratados com ST1898 a 0,1% (p valor < 0,05).

Conclusao

A andlise de camundongos rhino topicamente tratados com o
retindide ST1898 durante 3 semanas consecutivas (uma vez por dia durante
5 dias/semana) revelou que ST1898, em ambas as concentragbes usadas
(0,1% e 0,05%), mostrou atividade comedolitica e anticomedogénica, con-
forme avaliado por (i) o nimero altamente reduzido de comeddes compara-
do com os camundongos ndo tratados ou tratados com veiculo e (ii) o forte

aumento em comedodes estreitos (valor aumentado de r).
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ST1898 exerceu um efeito similar aquele estimulado pelo com-
posto de referéncia, adapaleno, sobre o nimero e perfil de comeddes, quan-
do administrados na mesma concentragao (0,1%).

O efeito do ST1898 era dose-relacionado, sendo ST1898 a
0,05% menos eficaz do que ST1898 a 0,1% na redugdo do nimero de co-
medodes e na indugdo de hiperplasia epidérmica.

Além disso, hiperplasia epidérmica foi significativamente reduzi-
da apés tratamento tépico com ST1898 a 0,1% quando comparado com o
tratamento com composto de referéncia, mostrando uma possivel vantagem
no uso de ST1898 com relagao aos retindides topicos presentemente dispo-
niveis.

Tabela 2
Peso corporal e Letalidade de Camundongos Rhino Tratados com ST1898

(Formulagao 2) ou Adapaleno de Acordo com o Esquema qdx5/wx3w

Peso corporal Peso corporal Perda Max. de
Tratamento n iniciaFI) final peso
gr+ SE gr+ SE
Controle 5| 207+13 22,8+ 1,2 0
(n@o tratado) e T
Veiculo *5 21,5+0,9 22,9+1,3 1
ST1898a0,1% |6 20,9+04 21,9+0,5
ST1898 a 0,05% | 6 20,9+1,0 222+1,1 0
Adapaleno a
0,1% *5 21,3+ 1,1 21,213 4
(gel Differin®)

Os camundongos foram sacrificados 3 dias ap6s o ultimo trata-
mento. O veiculo usado para ST1898 (Formulagdo 2) era o0 mesmo do gel
Differin® (carbdmero 980, propileno glicol, poloxdmero, edentato de sédio,
metil hidroxibenzoato, fenoxietanol, hidréxido de sddio e agua purificada).

*Um camundongo foi excluido do estudo antes de inicio de tra-
tamento pelo baixo peso corporal.

Analise Morfométrica da Pele de Camundongos de Controle e Tratados com
ST1898 (Formulacio 2)
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(resultados sdo expressos como valor médio + SD)

Tabela 3.1

Tratamentos Com~ | o ratados | vs velotio
Nao tratados 57,35 + 4,96 0,982154
Veiculo 57,27 + 5,74 0,982154
ST1898 a 0,1% 31,35 + 5,37 1,68 x 105*** 2,89 x 10°>***
ST1898 a 0,05% 42,42 + 4,5 0,00056** 0,00098**
Adapaleno a 0,1% 28,31+ 2,92 3,41 x 10°%* 8,12 x 10°***

P valor 0,1% ST1898 vs 0,05% ST1898 = 0,003182*
P valor 0,1% ST1898 vs adapaleno = 0,288626
P valor 0,05% ST1898 vs adapaleno = 0,000213***

Tabela 3.2
Tratamentos |02 CoTe0R0 | N ados | vs veioulo
Nao tratados 0,62 + 0,05 0,918704
Veiculo 0,61+ 0,05 0,918704
ST1898 a 0,1% 127+0,07 |2,85x10%* 2,99 x 10°®
ST1898 a 0,05% 1,26+ 0,13 |3,24 x 10°%* 3,29 x 1070+
Adapaleno a0,1%| 1,24+0,11 |3,22x 10°%** 3,23 x 107+

P valor 0,1% ST 1898 vs 0,05% ST1898 = 0,794536
P valor 0,1% ST1898 vs adapaleno = 0,517798
P valor 0,05% ST1898 vs adapaleno = 0,792654

Tabela 3.3

Tratamentos Espessura P valor vs nao P valor vs

epidérmica (um) tratados veiculo

Nao tratados 20,90 £ 2,91 0,857119
Veiculo 20,56 £ 2,86 0,857119
ST1898a0,1% |4552+2,17 1,80 x 107*** 1,50 x 107
ST1898 a 0,05% |[37,45+ 3,97 2,94 x 107+ 2,0 x 10°***
é\(?ﬁ/[:abno a 57’ 33 + 9,99 5,09 X 10-5*** 4’72 X 10-5***

P valor 0,1% ST1898 vs 0,05% ST1898 = 0,020697*
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P valor 0,1% ST1898 vs adapaleno = 0,006037*
P valor 0,05% ST1898 vs adapaleno = 0,001479** *
= p<0,05 ; ** = p<0,005; *** = p<0,0005
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REIVINDICAGOES

1. Uso de acido adamantil metoxidifenil propendico para o prepa-
ro de um composto farmacéutico ou cosmético para uso tépico para o trata-
mento de acne.

2. Uso de acordo com a reivindicagao 1, no qual o composto
farmacéutico esta na forma de gel.

3. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes prece-
dentes, contendo lecitina.

4. Uso de acordo com uma das reivindicagdes precedentes, con-
tendo 0,1 mg de acido adamantil metoxidifenil propenédico por 100 mg de gel.

5. Composto farmacéutico ou cosmético para uso topico para o
tratamento de acne contendo acido adamantil metoxidifenil propenéico, co-
mo o principio ativo, junto com outros excipientes e/ou veiculos farmaceuti-
camente aceitaveis.

6. Composto de acordo com a reivindicagao 5, na forma de gel.

7. Composto de acordo com as reivindicagdes 5 ou 6, contendo
lecitina como o veiculo ou excipiente.

8. Composto de acordo com as reivindicagdes 5 ou 7, contendo

0,1 mg de acido adamantil metoxidifenil propendico por 100 mg de gel.
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FIG 1

PELE DE CAMUNDONGO RHINO

z

IMAGENS MICROSCOPIAS (20x)

A) NAO TRATADOS
B) TRATADOS COM St1898



RESUMO

Patente de Invengao: "USO DE ACIDO ADAMATIL METOXIDIFENIL PRO-
PENOICO PARA O TRATAMENTO DE ACNE".

A presente invengéo refere-se ao uso de uma substancia per-
tencendo a classe de retindides atipicos para o tratamento topico de acne é
descrito. Em patrticular, os efeitos sobre um modelo animal para essa doenga
de pele de um composto farmacéutico ou cosmético para uso tdpico conten-
do acido adamantil metoxidifenil propendico formulado em um gel séo de-

monstrados.
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