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RESUMO

"COMPOSIGOES OFTALMICAS BASEADAS EM POLISSACARIDO DE

SEMENTE DE TAMARINDO E ACIDO HIALURONICO"

A invencdo diz respeito a solucgdes oftalmicas
indicadas para wutilizacdo a titulo de substitutos de
lagrimas, contendo uma mistura de &cido hialurdnico com um
polissacdrido conhecido como TSP (Polissacdrido de Semente
de Tamarindus indica) que sejam capazes, quando adminis-
trados em conjunto sob a forma de uma combinacdo, de actuar
sinergisticamente na simulacdo da normalizacio da mucosa
das conjuntivas afectada pela sindrome dos olhos secos,
induzindo deste modo uma melhoria notével do numero e da
morfologia das microvilosidades da conjuntiva. As prepa-
racbes oftdlmicas, propostas para utilizacido no tratamento
da sindrome dos olhos secos contém, em combinacdo, entre
0,05 e 25%, em peso, de polissacarido de semente de tama-
rindc (TSP), e entre 0,00 e 1%, em peso, de acido hialu-

rénico, em solugdo aquosa.
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DESCRICAO

"COMPOSIGOES OFTALMICAS BASEADAS EM POLISSACARIDO DE

SEMENTE DE TAMARINDO E ACIDO HIALURONICO"

A invenc&o presente diz respeito a composicdes
oftdlmicas baseadas em ©polissacdrido de semente de
tamarindo e &cido hialurdnico. Mais especificamente, a
invencéo diz respeito a solug¢des oftdlmicas indicadas para
utilizacdo a titulo de substitutos de lagrimas, contendo
uma mistura de Acido hialurdnico com um polissacarido
conhecido como TSP (Polissacarido de Semente de Tamarindus
indica) que s&o capazes, quando administrados em conjunto
como uma mistura, de actuar sinergisticamente na
estimulacdo da devolucdo a normalidade da mucosa da
conjuntiva, afectada pela sindrome dos o©lhos secos,
induzindo deste modo uma melhoria notédvel do numero e da

morfologia das microvilosidades da conjuntiva.

Tal como se sabe, a superficie dos olhos & mantida
constantemente humida pela presenca da pelicula de lagrimas
pré-cérnea, que & um revestimento da conjuntiva com uma
estrutura liquida organizada e a superficie exposta do
glcbo ocular. Tem uma importé&ncia fundamental que a
estrutura seja quantitativa qualitativamente adequada para
se obter uma limpeza e uma proteccdo adequada. Para além

disto, a pelicula de 1lagrimas contém substédncias com
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elevada ©poténcia Dbactericida tal <como a lisozima e
anticorpos, gque protegem os olhos do ataque de muitos

antigénios.

Em condi¢des normais, as lagrimas, que sdo um
resultado de uma série de solucdes excretadas por diversas
glandulas no saco da conjuntiva, estdo dispostas em camadas
sobre a <cbdrnea e a superficie da conjuntiva, pelos
movimentos das palpebras, constituindo portanto uma

estrutura complexa com trés camadas, que inclui:

e uUma camada interna de mucosidade, constituida
por uma mistura de glicoproteinas (mucina)
produzida por células especializadas (isto ¢,
as células em taca da conjuntiva) que estéo
presentes no epitélio da conjuntiva - estando a
referida camada adsorvida sobre a cébrnea,
transformando deste modo o epitélio da cbrnea
numa superficie hidrofilica: quando falta
mucina, as células epiteliais sdc hidrofdbicas

e ndo conseguem ser hidratadas pelas lagrimas;

e uma camada intermédia aquosa espessa (segregada
pelas glandulas lacrimais principais e aces-
sGrias) essencialmente constituida por A&gua,
electrdlitos, proteinas, enzimas e mucina; esta
camada estd espalhada sobre a referida
superficie hidrofilica, e tem a funcdo de

proporcionar oxigénio atmosférico ao epitélio
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da c¢odrnea, de exercer uma actividade antibac-
teriana e de retirar por lavagem quaisquer

detritos;

e uma camada lipidica externa 1 (segregada pelas
glandulas sebdceas tarsais das péalpebras, ou
gléandulas de Meibomius), cue tém as seguintes
funcdes: retardar a evaporacdo da camada de
agua inferior, aumentando a tensdo superficial
para estabilizar a pelicula evitando que saia
para sobre a pele e para lubrificar as

pélpebras.

0 movimento das péalpebras espreme o muco para fora
das células da conjuntiva e introdu-lo nos férnices, e a
partir daqui ele fica uniformemente distribuido sobre o
conjunto da superficie da cbérnea, através dos movimentos

envolvidos no piscar dos olhos.

A estrutura em trés camadas gque se descreveu acima
constitui um sistema fisioldgico complexo, gue tem as
funcées principais de proteger a superficie dos olhos,
mantendo a hidratacd&o, a lubrificacdo e a clareza da
superficie da coérnea, e de cooperar na produgdo de uma
visdo correcta. 0O equilibric perfeito e a renovacdo
continua do sistema fisioldégico referido sé&o condicédo
necessdria para ser capaz de levar a cabo as funcgdes
referidas. Para se conseguir levar a cabo o referido

equilibrio e renovacgdo, tem que acontecer uma evaporacdo de
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dgua constante mas ndo excessiva, a partir do fluido das
lagrimas, de modo a manter a sua osmolaridade ac nivel
fisiolégico de cerca de 300 mOsm/L, e a pelicula de
lagrimas tem que ser continuamente redistribuida sobre a

superficie da cérnea em resultado do piscar de olhos.

Nidc sb6 & importante a estrutura em camadas das
diversas componentes, mas também sdo importantes os solutos
presentes nela. 0Os lipidos da camada externa estdo
dispostos numa dupla fase: uma fase polar, adjacente a
camada intermediéria, e uma fase mais espessa na interface
com o ar. A fase aguosa exibe em vez disso concentragles
ibnicas fixas: sdo importantes para manter a osmolaridade
das lagrimas, o sédio, o potédssic, o calcio, o magnésio, o

zinco, o cloreto e o bicarbonato.

A integridade da fase interna de mucina representa
um dos elementos essenciais da manutencdo da estabilidade
da pelicula de lagrimas. Isto porgue a mucina aumenta a
molhabilidade da superficie da c¢bérnea, permite gque a
pelicula aquosa continue a aderir a superficie exposta de
um modo continuo e homogéneo, salvaguardando deste modo a
sua estabilidade, e aumentando a viscosidade do fluido
lacrimal, impedindo de fluir para fora rapidamente demais,
a partir do saco da conjuntiva. Tal como se afirmou acima,
guando estd ausente ou é insuficiente & mucina, a cdrnea
torna-se ndo molhdvel e, em consequéncia do desequilibrio
de electrdlitos e de glicoproteinas presentes, a pelicula
de lagrimas torna-se instdvel e fica submetida a quebras,

de que resulta a formacido de areas secas.
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Diversas doencgas ou estados anormais dos o0lhos
manifestam-se por descontinuidades da pelicula lacrimal, em
resultado, por exemplo, de uma frequéncia insuficiente do
piscar dos olhos, ou da utilizacdo prolongada das lentes de
contacto, da administracdo de alguns farmacos sistémicos
ou, mais frequentemente, de uma hipo-secrecdo senil. Mais
frequentemente, a deterioracdo do sistema lubrificante
eficiente que se descreveu acima aparece na "sindrome de
olhos secos", cuja taxa aumenta muito, nomeadamente atenta
a poluicdo atmosférica e o consequentemente aparecimento de
novos tipos de alergias. Hoje em dia, a sindrome de olhos
secos €& a patologia mais frequente em oftalmologia,
atingindo uma taxa de entre 10 e 15% da populacdo em geral.
A este respeito, o© termo "olhos secos" é habitualmente
utilizado para referir os estados oftdlmicos resultantes da
diminuicdo ou da instabilidade do filme lacrimal -
caracterizada de um ponto de vista subjectivo, através de
uma série de sintomas incomodativos incluindo a sensacdo de
gueimadura, a sensacdo de corpos estranhos, a fotofobia e a
visdo turva, uma sensag¢do de peso ocular, facilidade de
irritacdo ao vento, ao fumo e na presenca de poeiras, bem
como perturbacdes da visdo - enquanto as alteracdes tipicas
da superficie da cdrnea a ela devidas sdo em geral

referidas através do termo "queratoconjuntivite seca".

Nestas situacgbes ocorre uma degeneracdo das
células da conjuntiva, de que resulta uma formacdo e perda

de escamas, a perda das microplacas da superficie da
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célula, a quebra das membranas das células epiteliais e a
diminuic&o do nuUmero de células em taca produtoras de
mucina. As células epiteliais da cérnea e da conjuntiva
parecem sofrer com o menor numero de microvilosidades, até
ao seu completo desaparecimento. A diminuigdo do nlmero de
microvilosidades é em Dboa aproximacdo proporcional a
severidade da afeccdo e a gravidade da sintomatologia. Esta
situacdo anatdmico-patoldgica & acompanhada, em diversos
graus, por uma infiltracdo de células inflamatérias a nivel
das células da conjuntiva. (Cennamo G.L., Del Prete A.,
Forte R., Cafiero G-, Del Prete S., Marasco D.: Impression
cytology with scanning electron microscopy: a new method in

the study of conjunctival microvilli, Eye (2007), 1-6).

Além disto, na sindrome de olhos secos, a
inexisténcia de um efeito protector por parte da pelicula
lacrimal predispde para outros estados patoldgicos tais
como as queratoconjuntivites actinica, bacteriana, viral e

alérgica.

Tal como foil demonstrado em estudos de patologias
humanas, tcdas as alteracdes que ocorrem num olho seco,e o
estudo pré-clinico num modelo de queratoconjuntivite seca
num animal ajudou a compreender a causa natural destas
alteragdes. (Gilbard J.P., Rossi S.R., Gray K.L.: A new
rabbit model for queratcconjuntivite  seca, Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 28(2):225-228, (1987); Gilbard J.P.,
Rossi S.R., Gray K.L., Hanninen L.A.: Natural history of

disease 1in a rabbit model for queratoconjuntivite seca,
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Acta Ophthalmol: (Supl:) 192:95-101, (1989). Sabe-se hoje
em dia que os olhos secos se desenvolvem através de quatro

fases distintas:

1. perda de agua da pelicula lacrimal com um

aumento da osmolaridade da proépria pelicula;

2. diminuicdo da densidade das células em taca
e diminuicdc do glicogénio na cdrnea (fonte de
energia para se curarem possiveis lesdes da

cbrnea) ;

3. aumento da escamacidoc da cdrnea (devido ao
aumento do gradiente osmbético entre a pelicula
lacrimal e a superficie ocular, e a diminuicdo
das células em taca, que obtém agua das células

epiteliais da conjuntiva);

4, instabilizacdo da interface entre a cdrnea ¢

a pelicula lacrimal.

De um ponto de vista de diagndstico, sindrome de
olhos secos pode ser detectada e monitorizada ndo s6
através da avaliacdo dos seus sintomas tipicos, mas também
por intermédio de  procedimentos bem estabelecidos,
incluindo, na qualidade de ser o0 mais comum, a avaliacdo da
secrecdo lacrimal (teste de Schirmer), a avaliacdo do
pericdo de tempo necessédrio para o filme lacrimal quebrar

depois de uma piscadela completa (periocdo de quebra, BUT),
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e a avaliacdo da cor da superficie da cdrnea depois de

contrastada com cor-de-rosa de Bengala ou com fluoresceina.

Outro fendmeno unanimemente considerado  como
tratando-se de um sinal de uma pelicule lacrimal com uma
estrutura irregular é a diminuicdo da cristalizagdo do
muco. Sob condi¢des normais, o muco caracteriza-se por
cristalizar com um perfil do tipo do de um feto, quando se
obriga a evaporar a temperatura ambiente a partir de uma
solucdo aquosa. O fendmeno de cristalizacdo do muco, que se
crés provir da interacgdo dos electrblitos com as
glicoproteinas do muco com elevada massa molecular do muco,
acontece pouco tempo depois de se obter muco de lagrimas no
férnice inferior da conjuntiva. Determinou-se que as
diversas caracteristicas de padrbées da cristalizacdo,
demonstradas no teste da cristalizacdo do muco, (isto &, de
Tipo I, «cristalizacdo wuniforme; de Tipo II, uma boa
guantidade de <c¢ristalizagdo mostrando fetos de tamanho
reduzido e espag¢os vazios; de Tipo III; apenas esta
parcialmente presente a cristalizacgdo, de Tipo IV, auséncia
de cristalizac&o) se ligam ao estado normal ou patolédgico
do fluido lacrimal. Uma cristalizacdo densa, por exemplo, &
considerada ser a expressdo de um equilibrio perfeito entre
a mucina e os electrdlitos, enquanto a presenca parcial ou
a auséncia de cristalizacdo das lagrimas, que se detecta
nos olhos afectados pela queratoconjuntivite seca, denota
uma falta quantitativa de muco de lagrimas ou uma alteracdo
gualitativa das glicoproteinas ou da sua vizinhanca (isto

¢, do pH, da hidratacdo, do equilibrio electrolitico).
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A queratoconjuntivite seca ¢é normalmente tratada
com preparacdes oftélmicas liguidas habitualmente
designadas como "lagrimas artificiais™, para serem adminis-
tradas em gotas de modo a substituir ou suplementar a
produgdo natural de lagrimas. No caso mais simples essas
preparacdes tém apenas um efeito de humidificacdoc, uma vez
gue consistem em solugdes de soro salino fisioldgico,
neutras e 1isotdnicas com a pelicula lacrimal, baseadas
apenas em cloreto de sédio ou em misturas equilibradas de

diversos electrdlitos:

Para se ultrapassar © inconveniente da diminuicdo
da retencdo no interior do saco da conjuntiva, tipica
destas solucdes salinas, foram introduzidas as preparagdes
de lé&grimas artificiais, cuja viscosidade é assegurada por
adicdo de agentes com elevadas massas moleculares, tais
como, em geral, polimeros solliveis em &gua e com uma origem
sintética, semissintética ou natural. No entanto,
verificou-se que, para que os referidos agentes de aumento
de viscosidade produzissem caracteristicas vantajosas numa
composicdo que se destinasse a ser utilizada a titulo de
lagrima artificial, ndo era suficiente que o0s referidos
agentes de aumento da viscosidade se limitassem a aumentar
a viscosidade do produto em geral, mas que era também
necessario que as dispersdes que se formavam tivessem
propriedades t&o prdéximas quanto possivel das apresentadas
pelas dispersdes de mucina. Nomeadamente, as dispersdes

referidas tém que se comportar tanto gquanto possivel como
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substdncias mimetizando o muco. Isto obriga, em primeiro
lugar, a um comportamento reoldgico especifico, isto &, ndo
newtoniano (e especificamente pseudopléstico) semelhante ao
comportamento reolégico de lagrimas naturais. Com efeito,
s6 uma pequena parte dos produtos macromoleculares que se
podem utilizar como incrementadores da viscosidade para
lagrimas artificiais s&o de facto capazes de demonstrar

este tipo de comportamento.

S&o exemplos de composigdes para utilizacdo a
titulo de 1lagrimas artificiais, tendo um comportamento
reclégico ndo newtoniano, as que contém polimeros
carboxivinilicos tais como Carbopol®, as dos ésteres de
celulose, tais como a metilcelulose e dos seus derivados
alcodlicos, (por exemplo a hidroxipropilcelulose e a
hidroxipropilmetilcelulose), bem como de acido hialurdnico.
Este Gltimo é um polissacarido com origem natural presente
em muitos tecidos e fluidos, tanto humanos como animais, e
amplamente utilizado em preparacdes oftalmicas, devido ao
comportamento pseudoplastico das suas solugdes aquosas, e
por causa da sua boa capacidade para se ligar tanto a 4agua

como a parede das células epiteliais.

Un polimero polissacarido natural gque se pode
considerar incluido na categoria citada é o polissacérido
obtido das sementes da arvore de tamarindo, a Tamarindus
indica, uma planta persistente que pode atingir uma

envergadura de 15 m e que produz um fruto leguminoso e
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existe largamente espalhada na India, em Africa e por todo
o Extremo Oriente, aonde & cultivada sobretudo para a
producdo de alimentos. O fruto contém sementes grandes com
uma elevada percentagem de polissacéridos, que tém como
func&do a acumulacdo e conservacdo de substédncias energé-

ticas wvitais.

A semente, que era considerada sobretudco como um
produto secundario, tem wvindo a encontrar diversas
aplicacdes, depois de moida a uma forma de pd (conhecido
como "goma de tamarindeo" ou "pds de nucleo de tamarindo™).
As mais importantes destas aplicagdes sdo na indastria
téxtil e na indtastria papeleira, nas quais a goma de
tamarindo se emprega respectivamente na qualidade de agente
dimensionante, bem como na inddstria alimentar, na qual ela
¢ empregue como agente espessante, gelificante, estabi-
lizador e de aglomeracdo, em quaisquer tipos de produtos,
tal como acontece com outros produtos que sdao polis-
sacédridos, tais como os alginatos, as pectinas, a goma de
guar ou a goma-ardbica. O pd de nlGcleo de tamarindo cru,
comercialmente disponivel como tal, contém entre 65 e 73%,
em peso, de polissacarido, entre 15 e 23% de um material
proteico, entre 3 e 8% de gorduras e 6leo e entre 2 e 4% de
cinzas, para além de pequenas quantidades de fibra bruta,

taninos e outras impurezas.

No dominio farmacéutico, a fracgcdo de polissa-

c4drido da goma de tamarindo (polissacdrido de semente de
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tamarindo, doravante também referida como TSP) tem vindo a
encontrar uma utilizacdo valida na qualidade de componente
activa de substitutos de lagrimas e como veiculo para
farmacos oftalmicos de aplicacdc tépica e libertacgdo
prolongada tal como se encontra descrito, em especial, na
Patente Europeia EP (0 892.636 (Farmigea) e na patente US

correspondente, N°., 6.056.950.

De entre as propriedades miméticas do miméticas de
muco que a fraccdo de polissacadrido da goma de tamarindo
parece ter, deve salientar-se a capacidade ‘cristalizacdo
em fetos’ que se descreveu acima. Portanto, a semelhanca do
dcido hialurédnico, a referida fraccdo de polissacarido é
capaz de dar, por evaporagdo, produtos cristalinos com uma
morfologia bastante semelhante a do muco lacrimal crista-

lizado.

Atento quanto se apresentou acima, um objecto da
invenc&o presente é definir um tratamento farmacoldgico
para uma terapia da sindrome de olhos secos, na qual o
substituto de lagrimas seja ndoc sé capaz de permanecer
durante muito tempo comc de se integrar na superficie dos
epitélios, exercendo uma funcdo protectora sobre eles, mas
seja também capaz de ajudar a restaurar a sua integridade,
em especial ajudando a mucosa da conjuntiva volte rapi-
damente & normalidade, em termos tanto do nimero como da

morfologia das microvilosidades.



PE2197456 - 13 -

No gquadro dos estudos gque levaram & invengdo
considerou-se gue tanto as solugdes oftadlmicas conhecidas,
baseadas em TSP, como aguelas que sdo mais conhecidas e se
baseiam em &cido hialurdnico, demonstravam ser capazes de
originar uma melhoria dos sintomas de olhos secos, melhoria
essa gque se encontra na base do sucesso das suas vendas
para o tratamento desta doengca, mas que ambas estas
solu¢gdes originavam beneficios relativamente modestos no
gue toca a sua eficdcia e a rapida recuperacdo das lesGes
histoldgicas gue s8o tipicas da patologia em apreco, em
especial no que toca a estrutura microscdpica superficial

do epitélio da conjuntiva.

Com base em quanto se expds acima verificou-se, de
acordo com a invencdo presente, gue a combinacio especifica
dos ingredientes activos TSP e &cido hialurdénico, aplicada
sobre a superficie ocular num unico produto oftalmico,
adguire novas propriedades terapéuticas que ambos 08
produtos tomados em separado ndo possuem, em especial
ajudando a um mais rapido retorno a normalidade por parte
da mucosa da conjuntiva, em particular no que diz respeito
ao numero e a morfologia das microvilosidades. A
recuperac¢do da integridade normal das microvilecsidades esta
associada a um efeito com maior duracdo, na melhoria dos

sinais e sintomas que acompanham a sindrome de olhos secos.

Segundo diversos estudos levados a cabo acerca da
estrutura da fracgcido de polissacarido da goma de tamarindo,

verificou-se que o polissacarido da semente de tamarindo é
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constituido por uma cadeia principal de unidades
glucopiranosilo ligadas umas as outras por intermédio de
ligacdes (1-4), com cadeias laterais curtas constituidas
por unidades xilopiranosilo que se ligam a cadeia principal
por intermédio de ligag¢bes (1-6). As referidas unidades
xilopiranosilo sdo simples, ou podem estar ligadas, por sua
vez, a uma Unica unidade galactopiranosilo, por uma ligacédo
(1-2). Também foi descrita a presenca adicional de unidades
arabinofuranosilo. Portanto, a estutura do polissacadrido da
semente de tamarindo (TSP) pode ser representada como se

segue

I B
Xyt Xyl Kyl

| | ? — Af8 533
{Gal  Gal}ys

O processo para a extraccdo, filtracdo e puri-
ficacdo do polimero a partir da matéria-prima exige uma
especializacdo tecnoldgica pronunciada, para gue se
mantenham inalteradas as caracteristicas funcionais, atenta
também a elevada massa molecular, que pode ser, num produto

correctamente purificadc, de entre 600.000 e 750.000 Da.

0 &cido hialurdénico pode ser definido do ponto de
vista quimico como um glicosaminoglicano ndo ramificado,
constituido por unidades alternantes de &cido D-glucurdnico
(GlcUA) e de N-acetil-D-glucosamina (GIlcNAc), e cuja

estrutura pode ser representada pela férmula seguinte:
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GloNAS

que evidencia uma sequéncia com duas unidades
dissacaridicas distintas, na qual o numero n dos pares de
unidades que se repetem seja tal que a massa molecular do
polissacdrido esteja compreendida entre 50.000 e véarios
milh&es de Dalton. A massa molecular média do &cido
hialurénico em oftalmologia (scb a forma do seu
correspondente sal sddico), para solucgdes de 1lagrimas
artificiais, estd normalmente compreendida entre 700.000 e

1 milhdo de Da.

In vivo, todos o0s grupos carboxilo do é4cido
hialurénico e da N-acetilglucosamina estdo totalmente
ionizados, conferindo uma polaridade elevada a molécula de
acido hialurénico e por consequente uma elevada
solubilidade em &gua. Atenta a sua boa capacidade para se
ligar tanto com a &gua como com a parede da célula
epitelial, wutiliza-se o 4cido hialurénico a titulo de
componente principal em muitos substitutos de lagrimas, no

tratamento da patologia de olhos secos.

Em BMC Ophthalmology, 2007, 7:5 (M. Rolando, C.
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Valente: Establishing the tolerability and performance of
tamarind seed polysaccharide (TSP) in treating dry eye
syndrome: results of a c¢linical study), descreve-se uma
comparacdo das actividades do TSP e do acido hialurdénico no
tratamento da sindrome de olhos secos num estudo clinico de

rétulo aberto, aleatorizado e de um Unico centro.

No dominio dos estudos ligados & invencédo presen-—
te, alguns testes laboratoriais baseados na utilizacdo de
técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear
(que serdo pormenorizadamente descritos adiante) mostraram
gue o TSP é& capaz de interactuar com o &cido hialurdnico
(HA) em solucgdo, induzindo alteracdes conformacionais que
respeitam sobretudo as unidades internas de glucose e de
galactose da TSP, e aos grupos acetilo do HA. Deste facto
resulta um efeito sobre a capacidade que a mistura exibe
para reter 4agua, a qual, a determinadas razbdes de
concentracdo, demonstra ser muito superior as capacidades
demonstradas por ambos os polimeros qguando ndo @ se

apresentam sob forma ndo misturada.

Por causa da sua capacidade de retencdo de agua
ser fundamental para as caracteristicas adesivas e de
biocompatibilidade do pclimero gque se pretende utilizar
para o tratamento dos olhos secos, a 1investigacg¢doe da
mistura TSP-HA foi submetida a uma extensdo, recorrendo-se
a testes pré-clinicos num modelo de olhos secos induzido no
rato com atropina, para se conseguir avaliar a seguranca e

a tolerabilidade da mistura. Com base nos resultados
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obtidos neste modelo (também sinteticamente descritos
adiante) ¢é possivel confirmar que a mistura de TSP com HA
nédc evidencia interacgdes negativas entre ambos os produtos
e que promove uma melhor recuperacdo das lesdes histo-
fisioldgicas subsequentes a uma diminuig¢do aguda da

producdo de lagrimas.

Un teste c¢linico subsequente, levado a cabo a
titulo de estudo piloto sobre um nimero relativamente
pegueno de pacientes (descrito adiante) confirmou a
eficadcia do tratamento proposto, apontando para um efeito

de sinergia notével da combinac¢do de TSP com HA.

A invenc&o presente proporciona portanto espe-
cificamente uma preparacido oftdlmica para utilizacdo a
titulo de substituto de lagrimas, contendo, em combinacéo,
entre 0,05 e 2%, em peso, de polissacidrido de semente de
tamarindo, e entre 0,05 e 1%, em peso, de A&cido

hialurénico, numa solucido aquosa.

O termo "polissacarido de semente de tamarindo”
(Polissacarido de semente de Tamarindus 1indica ou TSP,
também referido de forma genérica, por vezes, cCom O termo
"xiloglucano"), tal como se utiliza neste pedido, significa
gualquer fraccido enriquecida em polissacarido que se possa
obter a partir da goma de tamarindo (isto &, de pds de
nucleo de tamarindo), sendo este ultimo o produto em bruto
gue se encontra hoje em dia disponivel no mercado. Pode

obter-se uma fraccdo de polissacirido parcialmente
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purificado da goma de tamarindo, por exemplo, Jjunto da
Dainippon Pharmaceutical Co. LTD de Osaka, Japdo, sob a
designacdo comercial de Glyloid®. Para os efeitos da
invencédo presente, no entanto, a fraccido de polissacarido
de interesse ¢é preferivelmente mais purificada para se

obter um polissacérido de semente praticamente puro.

O termo "Acido hialurdnico", tal como se utiliza
no pedido presente, significa o polissacdrido anteriormente
descrito (em geral também referido como "glicosamino-
glicano"), em especial sob a forma de sal habitualmente
utilizada na formulac&o de lagrimas artificiais, isto §,

hialuronato de sédio.

Preferivelmente, a preparacdo oftdlmica de acordo
com a invencdo contém, em combinacidoc em solugdo aquosa,
entre 0,1 e 1%, em peso, de polissacidrido de semente de
tamarindo e entre 0,1 e 0,5%, em peso, de A&cido

hialurbénico.

Preferivelmente, as concentracdes ponderais na
preparacdo oftdlmica de acordo com a inven¢do estdo
compreendidas entre 0,1 e 1% de polissacérido de semente de
tamarindo e entre 0,1 e 0,5%, em peso, de 4acido
hialurénico. Uma concretizacido que fol especificamente
estudada no trabalho experimental descrito adiante, e que
proporciona desempenhos clinicos superiores no que toca a

capacidade dos dols agentes activecs para cooperarem na

reposicdo da normalidade do epitélio da conjuntiva, contém,
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em solucdo aguosa, 0,2%, em peso, de polissacidrido de

semente de tamarindo e 0,4%, em peso, de acido hialurénico.

Preferivelmente, o polissacdrido de semente de
tamarindo que se utiliza nas preparagdes da invencdo tem
uma massa molecular compreendida na gama de entre 450.000
Da e 750.000 Da (preferivelmente 600.000-750.000 Da), e o
dcido hialurdénico tem uma massa molecular compreendida na
gama de entre 600.000 Da e 1.000.000 Da (preferivelmente

700.000-1.000.000 Da).

Nas formulacdes de lagrimas artificiais de acordo
com a invencdo, pode adicionar-se um ou mais agentes de
ajustamento da tonicidade, de modo a conferir a solucido o
valor correcto da osmolaridade. Com este objectivo, pode
recorrer-se a qualguer um dos produtos empregues hoje em
dia na técnica como agentes de tonicidade, tais como, por
exemplo, cloreto de sédio, cloreto de potéassio, manitol,

dextrose, acido bérico, sorbitol ou propilenoglicol.

Outros ingredientes que se podem incluir na
formulacdo, de acordo com a técnica conhecida, s&o &acidos
ou bases a titulo de agentes d ajustamento do pH, bem como
tamp&es, tais como, por exemplo, o tampdo fosfato (fosfato
de s6dio monobasico e fosfato de sdédio dibasico), ou o
tampdo acetato (sistema acetato - &cido acético). Ouros
tampdes que também podem ser utilizados sdc os de borato,
citrato, bicarbonato e trizma (tri-hidroximetil-

aminometano) .
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A composicdo também pode conter conservantes e
agentes antimicrobianos, tais como cloretos de benzalcédnio,
mertiolato de sddio ou timerosal, metilparabeno,
etilparabeno ou propilparabeno, c¢lorobutanol, nitrato ou
acetato de fenilmercurio, &lcool feniletilico, acetato ou
gluconato de clorexidina, bem como agentes quelantes tais
como o0s edetatos ou o EDTA. Devido aos problemas da
tolerabilidade dos conservantes, prefere-se ndo incluir
ingredientes destes nas formulacdes para utilizacdo a
titulo de lagrimas artificiais. Isto & claramente possivel
gquando o produto for embalado em contentores de unidade de
dose. Em alguns casos, no entanto, e especificamente quando
o produto se encontrar em contentores de diversas doses, é

necessaria a adic&o de conservantes.

De acordo com mais um seu aspecto, a invencdo
presente diz respeito & utilizacdo de uma combinacdo de
polissacarido de semente de tamarindo com &cido hialurdnico
em soluc¢do aquosa, para a producdo de uma prepara¢do para

tratamento da sindrome de olhos secos.

Tal Como se afirmou acima, 08 referidos
substitutos de lagrimas ou suas preparacdes contém de
preferéncia entre 0,05 e 2%, em peso, de polissacarido de
semente de tamarindo e entre 0,05 e 1%, em peso, de &cido
hialurénico, contendo preferivelmente entre 0,1 e 1%, em
peso, de polissacarido de semente de tamarindo e entre 0,1

e 0,5%, em peso, de acido hialurénico.



PE2197456 - 21 -

0 polissacdrido de semente de tamarindo da
preparacdo proposta para a utilizacdo descrita adiante tera
adequadamente uma massa molecular compreendida entre
600.000 Da e 750.000 Da, enguanto a massa molecular do
dcido hialurdnico estard preferivelmente compreendida entre

700.000 Da e 1.000.000 Da.

A invencdo presente também é descrita pelos
seguintes exemplos ndo limitativos, de acordo com algumas
suas concretizacgdes especificas, que ilustram exemplos de
formulagdes baseadas em xiloglucano e &cide hialurédnico
empregues como substitutos de lagrimas, possuindo uma
actividade protectora e conducente a uma nova
epitelializacdo, se acordo com quanto se determinou
experimentalmente e se descreve nas afirmacbes experi-

mentals que se seguem.

EXEMPLOS DE FORMULAQGES ARTIFICIAIS DE LAGRIMAS

Exemplo 1
Ingredientes %, em peso
TSP 0,1
Acido Hialurénico 0,1
Manitol 2,00
Agua desionizada q.b.p. para 100
Fosfato de sédio monobdsico e dibéasico g.b.p. pH 7,0%0,5
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Prepara-se o produto através dos seguintes passos:

Pesam-se TSP e HA num recipiente adequado em
vidro;

Adiciona-se 90% da &gua disponivel com uma
ligeira agitacdo até se completar a dissolucéo
do produto;

Adiciona-se a gquantidade de manitcl, mantendo-
se a agitacdo, e deixa-se a mistura sob
agitac&o até dissclucdo completa do produto;
Adiciona-se agua desionizada até se atingir o
peso final (100%);

adicionam-se fosfato de sdédic monobédsico e
dibasico até se atingir o pH pretendido;
esteriliza-se a solucdo que desta forma se
obteve numa autoclave ou, em alternativa,
esteriliza-se por filtracdo através de um

filtro de 0,22 micron.

Exemplo 2
Ingredientes %, em peso
TSP 0,1
Acido Hialurénico 0,4
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100
Fosfato de sédio monobdsico e dibéasico g.b.p. pH 7,0%0,5
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Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.

Exemplo 3
Ingredientes %, em peso
TSP 0,2
Acido Hialurénico 0,1
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100
Fosfato de sédio monobédsico e dibéasico g.b.p. pH 7,0%0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.

Exemplo 4
Ingredientes %, em peso
TSP 0,2
Acido Hialurénico 0,2
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100
Fosfato de sédio monobdsico e dibéasico g.b.p. pH 7,0%0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.
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Exemplo 5
Ingredientes %, em peso

TSP

Acido Hialurénico
Manitol

Agua desionizada

Fosfato de sdédio monobédsico e dibésico

0,2

0,4

2,00
g.b.p. 100

g.b.p. pH 7,0£0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do
exemplo 1.

Exemplo 6
Ingredientes %, em peso
TSP 0,4
Acido Hialurénico 0,1
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100

Fosfato de sdédio monobésico e dibéasico

g.b.p. pH 7,0£0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do
exemplo 1.

Exemplo 7
Ingredientes %, em peso
TSP 0,4
Acido Hialurénico 0,2
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100

Fosfato de sdédio monobésico e dibéasico

g.b. p pH 7,0£0,5
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Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.

Exemplo 8
Ingredientes %, em peso
TSPk 1,0
Acido Hialurénico 0,1
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100
Fosfato de sdédio monobédsico e dibéasico g.b. p pH 7,0£0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.

Exemplo 9
Ingredientes %, em peso
TSP 1,0
Acido Hialurénico 0,4
Manitol 2,00
Agua desionizada g.b.p. 100
Fosfato de sédio monobdsico e dibéasico g.b. p pH 7,0%0,5

Prepara-se o produto do mesmo modo que o do

exemplo 1.

Sdo listados adiante alguns resultados experi-
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mentais contendo as combinacgdes de polissacaridos de acordo
com a invengdo e o desempenho de preparag¢des contendo-as,
em conjunto com alguns graficos e fotografias que estéo

ilustradas nos desenhos anexos, nos quais:

A Figura 1 mostra, sob a forma de um
histograma, os resultados de um estudo piloto sobre a
eficdcia da composicdo de acordo com a invengdo no
tratamento da sindrome de olhos secos, no que toca a
avaliacdo das microvilosidades da conjuntiva, em

termos de valores absolutos;

A Figura 2 mostra os resultados, nc mesmo
estudo piloto, da avaliacdo das microvilosidades da

conjuntiva, em termos de variacido dos valores de base;

A Figura 3 mostra uma imagem de SEM a 7500 x,
do epitélio da conjuntiva de um olho esquerdo de um
paciente do sexo feminino do mesmo estudo piloto,
pertencendo © paciente referido ao grupo a TSP+HA,

antes do tratamento;

A Figura 4 mostra uma imagem de a 7500 x do
epitélio da conjuntiva de um olho esquerdo da mesma
paciente do sexo feminino da Figura 3, passados 60

dias do tratamento com TSP+HA;

A Figura 5 mostra socb a forma de um

histograma os resultados do mesmo estudo piloto da
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Figura 1, no que toca a avaliacdo dos efeitos sobre a
sintomatologia subjectiva, em termos de valores

absolutos;

A Figura 6 mostra os resultados, no estudo
piloto, da avaliac&o dos efeitos da sintomatologia

subjectiva, em termos de valores de base;

A Figura 7 mostra, sob a forma de um
histograma, os resultados do mesmo estudo piloto da
Figura 1, no que toca a avaliacido dos efeitos da
sintomatologia subjectiva, em termos de valores

absolutos;

A Figura 8 mostra os resultados, nc mesmo
estudo piloto, das avaliacdes dos efeitos da
sintomatologia subjectiva, em termos de wvalores de

base;

A Figura 9 mostra, sob a forma de um
histograma, dos resultados do mesmo estudo piloto da
Figura 1, no que toca a avaliagdo do efeito sobre a

citologia, em termos dos valores absolutos;

A Figura 10 mostra os resultados, no mesmo
estudo piloto, sobre a avaliacdo dos efeitos sobre a
citologia, em termcs da variacdo a respeito dos

valores de base;
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A Figura 11 mostra, sob a forma de um
histograma, os resultados do mesmo estudo piloto da
Figura 1, no que toca a classificacdo total (clas-
sificacdo combinada) da avaliacdo acima, em termos de

valores absolutos; e

A Figura 12 mostra os resultados, no mesmo
estudo piloto, da classificacg¢do combinada das avali-
acdes anteriores, em termos de variacdo a respeito dos

valores de base.

Investigacdo por RMN de misturas de Aacido

hialurénico (HA) e TSP em solugdo aquosa

Os hidrogeles de polissacarido tém uma estrutura
tridimensional muito complicada, dentro da qual pode estar
incorporada &gua. O contetdo em &gua, o tipo de interaccéo
gue ocorre entre a &gua e o0s materiais poliméricos, bem
como a distribuig&o interna da &agua pelo proprio polimero,
tém uma influéncia critica sobre as propriedades mecanicas,
a muco-adesividade, estdo na base de um alto grau de
biocompatibilidade. Em geral distinguem-se trés tipos de
dgua no gel de polissacarido: &gua ligada, agua interme-

didria e agua livre.

A espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) representa uma das técnicas mais Uteils para estudar a
estrutura, a mobilidade e as propriedades de hidratacido do

sistema polimérico. Em especial, parece ser muito 0til a
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medicdo do periodo de relaxacdo spin-spin (T:), e o periodo
de relaxacdo spin-rede (T-) dos nucleos proténico da &gua.
0 periodo de relaxacdo T, representa to periodo de tempo
constante que descreve o decaimento da magnetizacédo
transversal ao longo do tempo, enguanto o periodo de
relaxacdo T; descreve o© processo de recuperacdoc da

magnetizacdo longitudinal.

Quando um polissacdrido é dissolvido em &gua, as
moléculas de &gua formam ligag¢des em ponte de hidrogénio
com ele e portanto a sua mobilidade fica diminuida, levando
a uma diminuicdo tanto de T; como de T,. Em geral, no
entanto, ndo sdo detectados sinais distintos para a &gua
ligada e para a &gua livre, mas apenas um sinal que
representa a média ponderada das contribuicdes provenientes
dos dois tipos de agua. Em consequéncia, o parlmetro d RMN
medido (T; e/ou T,) representa a média ponderada do valor
deste pardmetro nos estades livre e ligado, de acordo com a

seguinte equacdo (equacdo 1):

I )
—=X —+X,— 1
bT*: {T (1

na qual descreve a taxa de velocidade da relaxacdo

£ i

(inverso do periodo de tempo T; ou T;) medido para a agua

1

na solucdo a que diz respeito, —=— & a taxa de velocidade
, . P
da relaxa¢cdo para a agua ligada e == & a taxa de
¥
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.

velocidade da relaxagdo para a agua livre, igual a que &
medida numa solugdo isenta de material polimérico. X, e Xr
sdo, respectivamente, a fraccdo molar da &gua ligada e da

agua livre.

Pode exprimir-se o nUmero de moléculas de &agua
ligada do seguinte modo, na dependéncia da superficie S do
polimero, da espessura K da camada superficial de &gua e do
volume total de agua V (equacdo?):
s

*j{b = K x ;f (2)

Quando a concentracdo de polimero aumenta, tanto
T; como T; diminuem em consequéncia do aumento da super-—
ficie de polimero e, portanto, do numero de moléculas de
dgua ligada, a ndo ser que ocorram variacbes de
conformagdes ou fendmenos de auto-regulacdo, consocante a
variacdo da prépria concentracdo; no entanto, o efeito

1

sobre a velocidade da relaxacdo transversal {——} é muito
3

menor do que O que se torna aparente relativamente a

velocidade de relaxag¢do longitudinal

Com base nestes factos, levaram-se a cabo as
seguintes experiéncias para a mnmedicdo da velocidade de

i
relaxacdo transversal {ﬁf{ dos protdées de agua, nas
2

seguintes solucbes:
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a) Solucgdes de TSP com diversas concentracdes,
de 0,1% (em peso) a 1%;

b) Solucdes de HA com diversas concentracdes,
de 0,1% (em peso) a 1%,

c) Misturas contendo diversas concentracdes de
HA e de TSP, a uma concentracdo total constante
igual a 0,5%, obtidas misturando volumes
adequados de solucdes de origem com
concentracdo total de 0,5%;

d) Misturas contendo diversas concentrac¢des em
HA e em TSP, a uma concentracdo total constante
igual a 1%, obtidas misturando volumes adequa-

dos de solugbes de origem com concentracdo

total de 1%.

Para se conseguir informacdo acerca da natureza da
interacc&o que ocorre entre os dois materiais poliméricos,
também se compararam oS pardmetros espectrais dos dois
polimeros HA e TSP as diversas concentra¢des e nas suas
misturas. 0s parémetros espectrais considerados sdc 08

seguintes:

1. desvio quimico de “Na do HA;

2. medicgdes da relaxacldo spin-rede selectiva
para os prot&es anoméricos de TSP e para o0s
protdes dos acetilos do HA;

3. medicgdes de relaxacdo spin-spin de protdes
de HA e de TSP;

4. medicbes DOSY (Espectroscopia Ordenada por
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Difusdo) para se determinar a difusdo da H:0
(determinacéo da agua incorporada no

polimero).

As medidas do desvio quimico de *Na e as levadas
a cabo sobre os grupos acetilo do acido hialurénico
destinam-se a determinar se a interaccdo entre os dois
materiais poliméricos envolve os grupos polares ionizados

do &cido hialurdénico ou o seu grupo acetilo.

As medicdes levadas a cabo sobre os protdes anomé-
ricos destinam-se a determinar quais os tipos de unidades
do TSP que se encontram principalmente envolvidas na

interaccdo com o HA.

Preparagdo de amostras para a andlise e os métodos

de medig¢ido por RMN

Prepararam-se as solug¢des originais dissolvendo 0s
polimeros s6lidos em D,0O nas concentragdes pretendidas.
Prepararam-se duas séries de solugdes, a primeira obtida
depois de se agitar a temperatura ambiente durante 12 h e a
segunda agitando a temperatura ambiente durante 12 h e
agitando sob um aquecimento a 80°C durante cerca de 60
minutos. 0s resultados obtidos nas duas séries de solugdes
eram completamente gsobreponiveis; portantc ndo se faz

gualquer distincdc entre elas na descrigdo que se segue.

Os estudos de RMN foram 1levados a cabo num
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espectrdémetro de RMN Varian INOVA 600 14T, operando a 600
MHz para o 'H e a 158,6 MHz para o 23Na, possuindo uma sonda
inversas de ressonancia tripla de 5 mm e uma sonda de larga
gama de comprimentos de onda de 5 mm para o exame directo.
0O espectrdmetro estd equipado com um sistema d controlo de

temperatura com uma acuidade de +0,1°C.

Os periodos de relaxacdo protdénica spin-spin T,
sdo os obtidos wusando a sequéncia padrdo de inversédo-
recuperacao (180°-1-90°-aquisicdo) para a aplicacdo
selectiva de um impulso de inversdo com a frequéncia

pretendida.

Mediram-se os periodos de relaxacdo spin-spin T,
utilizando a sequéncia de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)

(90°-1-(180°-2T)") .

Os mapas de DOSY (Espectroscopia de Difuséo
Ordenada) foram registados utilizando wum periodo de
relaxagdo de 3 s com um nUmero de transientes igual a 4.
Utilizaram-se 30 gradientes e optimizaram-se 0s parémetros
d e A resgpectivamente (1 ms e 80 ms) para se obter uma

gueda de até 10-5% do sinal inicial.

I
Medigdo do periodo de relaxagio (R&@9“$ da &agua

2

Em primeiro lugar, obtiveram-se medig¢bes do

periocdo de relaxacdo T da &agua em solucdes contendo o8
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dois polimero puros, a diversas concentracdes desde 0,1%

até 1%.

Para o TSP, medem-se valores gue aumentam a partir
de 0,90 s7! para a solucdo mais diluida (0,1%, em peso) até
3,08 s para a solucdo com a concentracdo de 1%. O aumento
da velocidade de relaxacdo spin-spin estd de acordo com
guanto se espera com base no aumento da fraccdo molar de

dgua ligada, que varia em paralelo com o da concentracdo em

polimero.

Para o é&cido hialurbénico puro, observa-se um
aumento semelhante do parmetro de relaxacdo da agua quando
se aumenta a concentracdc em polimero. Ndo sb6 os valores
medidos s&o notavelmente menores do que os medidos para TSP
as mesmas concentracdes, mas também a variacdo total &
consideravelmente inferior. Levando-se em conta que as
massas moleculares de ambos o©0s polimeros sdo muito
elevadas, pode razoavelmente correlacionar-se a diferenca
referida com uma diferenca na tendéncia para auto-agregacgdo
por parte dos dois polimeros: provavelmente o TSP tem uma
tendéncia maior para se auto-associar a concentragdes
crescentes em relacdo ac HA, e em consequéncia dos
fendmenos de auto-agregacdo ocorre um aumentc da fraccido de

dgua ligada em relacgdo a agua livre.

Em seguida, mediram-se as velocidades de relaxacdo
da agua em misturas de TSP-HA com uma concentracdo total

igual a 0,5% (soluc&o c), mas contendo taxas variadas das
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duas componentes. Compararam-se oS valores obtidos com os
gque se haviam obtido para os dois polimeros puros a mesma
concentracdo na mistura, ou a concentracdoc total. Os
resultados obtidos variando as taxas ponderais entre TSP e
HA permitem concluir que com taxas TSP/HA varidvels entre
3:2 e 4:1, a interaccdo entre os dois materiais poliméricos
torna-se francamente cooperativa, levando assim a um subito
aumento da fraccdo molar de 4gua ligada em relacdo a que
seria tipica para os polimeros individuais a concentracgdo

maxima.

Nas solugdes com uma concentracdo total igual a 1%
(soclucédo d), este comportamento é reproduzido,
nomeadamente, para raz®des TSP/HA compreendidas entre 6:4 e
8:2, a velocidade de relaxacdo da agua na mistura apresenta
um aumento stbito para um valor gue é maior do que o valor
medido gquer para TSP, quer para HA, ambos a mesma
concentracdo na qual cada um deles esta presente na
mistura, ou a concentracdo correspondente ao valor total
(1%). O comportamento cooperativo dos dois polimeros &
portanto confirmado; este comportamento parece depender
mais criticamente da razdo entre os dois polimercs do que

da sua concentracdo total.

Medigdo da velocidade de relaxagdo {Ry=7) do

T

grupo acetilo do acido hialurénico

Mediu-se a velocidade de relaxacdo longitudinal R,
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dos protdes do acetilo do 4&cido hialurdénico em misturas
contendo uma concentracdo total constante igual a 0,5% e
razdes varidveis de TSP/HA. O comportamento da velocidade
de relaxacdo Ry do grupo acetilo ¢é especialmente
interessante nas misturas de HA/TSP com uma concentracdo
total de 0,5%, nas quais se observa mais uma vez uma
diminuicdo da velocidade de relaxacdo R; com o aumento da
concentracdo de HA, mas com valores absolutos que ainda séo
inferiores aos medidos na auséncia de TSP, a mesma
concentracdo. A quantidade da diminuicdo produzida para a
velocidade de relaxag¢do do grupo acetilo em consequéncia da
presenca de TSP tornava-se maior a razdes variaveis de
entre 3:2 e 4:1; nesta gama confirma-se o notével efeito de

sinergia dos dois polimerocs.

Além disto, também a velocidade de relaxacdo spin-
spin Ry dos protdes do acetilc segue O mesmo
comportamento, tanto no polimero puro como nas misturas com
TSP; nomeadamente quando se aumenta a concentra¢do em HA
obtém-se um decréscimo do pardmetro de relaxagdo, mas as
velocidades de relaxacido na mistura sdo inferiores, e a
diminuicdo na mistura em comparacdo com a componente pura

aumenta para valores elevados da razdo TSP/HA.
Medigdo da velocidade de relaxagdo spin-spin R, de
protdes seleccionados de TSP, na presenga e na auséncia de

dcido hialurénico, a concentragdo total de 0,5%.

No egpectro das misturas, os protdes anoméricos de
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TSP a 5,06 ppm, 4,85 ppm e 4,45 ppm acontecem ndo estar
sobrepostos aocs sinais do 4acido hialurénico, e por essa
razdo, foram utilizados como a base com o objectivo de se
obter informacdo acerca dos protdes de TSP envolvidos na

interaccdo com HA,

Em especial, o protdo a 4,45 ppm correspondentes
as unidades de Glucose e da Galactose comportam-se de um
modo completamente dos restantes protdes. De facto, o seu
valor depende pouco da concentrac¢do absoluta da componente
pura dissolvida. Modifica-se é de um modo significativo na
presenca de HA; em especial, e de modo diferente em relacéo
aos outros protdes, ele sofre um aumento significativo
guando aumenta o contelido em HA. Este comportamento tem que
ser atribuido a alteracdes conformacionais induzidas no TSP

em consequéncia da sua interaccdo com o HA.

Conclusodes

Os resultados dos estudos de RMN que se
descreveram sinteticamente acima mostram claramente que a
interaccdo entre o TSP e o HA se torna de tipo cooperativo
dependendo da razdo ponderal entre os dois polimeros. Uma
tal interaccdo leva a variacgdes conformacionais que dizem
sobretudo respeito as unidades internas de glucose e de
galactose do TSP e aos grupos acetilo do HA. 0Os grupos
carboxilo do HA ele préprio, por outro lado, n&o parecem
ser influenciados. Estes ultimos, provavelmente, estando

presentes sob a forma idnica, tendem sempre a dispor-se em
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frente da fase em vez do TSP com o gual o HA interactua.
Esta Ultima conclusdc recebe apoio do pequeno efeito sobre
0 desvio quimico do sédio em consequéncia das variacdes da
concentracdo total e dos valores da razdo entre os dois

polimercs.

0O efeito da interaccdo sobre a capacidade dos dois
polimeros para se ligarem a agua é muito importante: isto é
mais notavel nas misturas face aos polimeros puros. Os
estudos que foram feitos mostram claramente a existéncia de
um intervalo de valores do quociente TSP/HA, compreendido
entre 3:2 e 4:1, no qual a capacidade das misturas para
incorporar 4&gua se torna muito grande. Este tipo de
propriedade parece ser fundamental para ©s objectivos de
caracteristicas adesivas e Dbiocompativeis da mistura de

polimeros resultante.

Avaliacdo da eficicia de misturas de HA e TSP num

modelo em animal, em comparacid¢o COm uma preparacgio

existente no mercado como lagrima artificial

Una das assungdes para a aplicacdo de lagrimas
artificiais & um estadc normal da pelicula de lagrimas. Os
olhos apresentam cada vez mais amitde problemas de
lacrimac&o, também devido a wutilizacgido de terminais de
video, a poluicido atmosférica, a alimentacdo e as alergias
ambientais que afectam a qualidade e a quantidade das
lagrimas e, consequentemente, a possibilidade de se

aplicarem lentes de contacto. A este respeito, deve anotar-
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se que uma alteracdo da pelicula de lagrimas conduz
inevitavelmente a uma recusa definitiva da terapia com

lagrimas artificiais.

Atenta a administragdo prolongada de um produto
para utilizacdo toépica, tal como lagrimas artificiais, é
especialmente importante gue existam testes disponiveis que
possam garantir a auséncia de efeitos colaterais de monta,

tais como a opacificacdo da lente e o sofrimento da rotina.

Na primeira seccdo dos ensaios pré-clinicos
levados a c¢abo, avaliaram-se a eficdcia e os possiveis
efeitos colaterais do produto proposto de acordo com a
invencdo comparando-os com cinco outros produtos que jéa
estdo no mercado, num modelo em animais saudaveis; na
segunda seccgdo, em vez disto, explora-se um modelo
patolégico adequado para se investigar em mais pormenor as
reals wvantagens envolvidas no tratamento com lagrimas

artificiais.

Teste de Lacrimagdo

O Teste de Schirmer I envclve a introducdc de uma
fita de papel bibula, de material e dimensdo padrdo, no
férnice inferior da conjuntiva, na direccido do canto
externo do olho. Deixa-se a fita in situ durante um periodo
de tempo previamente determinado (3 minutos) e depois desse
pericdo mede-se a parte encharcada, excluindo a porcgao

dobrada. O pericdoc que o fluido lacrimal 1levou para
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ascender e o comprimento em mm da porg¢do do papel
encharcada pelas lagrimas proporcionam a intensidade da

secrecdo de lagrimas.

Na prética didria, é possivel levar-se a cabo o
teste durante um pericdc de tempo de 1 minuto, multi-
plicando-se por 3 o valor obtido. Em seguida compara-se o
resultado — que estd menos afectado pela lacrimacdo reflexa
- com os valores definidos por Schrimer. Considera-se
patolégica uma porc&o encharcada de menos do que 5 mm (em 5

minutos) .

A avaliagdo do pH, que se leva a cabo utilizando
um papel indicador adequado, é um teste importante para
revelar quaisquer alterag¢des patoldgicas do epitélio. Os
valores normais do pH das lagrimas humanas sdo de entre 6,8
e 7,4, enguanto no rato esses valores sdo algo superiores
(entre 7 e 8). No entanto, num estado patoldgico, o fluido

lacrimal torna-se bésico.

O Teste de Cristalizagdo em fetos foi descrito na

seccdo introdutdéria, de um modo geral.

O exame da cérnea inclui a marcagdo com fluores-
ceina sdédica, depois da qual se examina a superficie da
cérnea com © microscodpio de fluorescéncia. Uma marcacéo
macular revela a presenca de zonas secas na superficie
ocular, sintoma de secura da cdérnea. A marcagdo com verde
de Lissamina, em vez disto, permite revelar a presenca de

zonas ulceradas ou necréticas na superficie ocular.
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Execug¢do das experiéncias

experimentacdo incluiu a preparacdo dos

seguintes grupos experimentais, cada um dos quais consti-

tuido por 3 ratos albinos (= 6 olhos).

1. grupo de controlo

2. composicdo de acordo com a invencdo (0,4% de
4dcido hialurénico + 0,2% de TSP): (TSP+HA)

3. mistura de glicdis com hidroxipropil-guar
(frasco multidose Systane, Alcon): Goma de
Guar)

4. acido hialurdnico a 0,15% (monodose Blu Yal,
Scoft): (HA 0,15%)

5. acido hialurénico a 0,4% (monocdose Dropstar;
Farmigea): (HA 0,4%)

6. galactoxilcglucano (monodose de TSP a 0,2%,
Farmigea): (TSP 0,2%)

7. carboximetilcelulose sbédica a 0,5% (monodose
Celluvisc, Allergan): (CMC 0,5%)

8. 4acido hialurdénico a 0,2% (Hyalistil 0.%,

3ifi): (HA 0,2%)

Fase 1

Durante a primeira fase experimental, avaliou-se a

gualidade dos produtos num a modelo em animais saudaveis;

trataram-se o0s animais com as soluc¢les respectivas 3 vezes
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ao dia durante 5 dias. Levaram-se a cabo testes das

seguintes modalidades.

Levou-se a cabo o Teste de Schirmer I passados 2,
3, 4, e 5 dias, depois da administracdo de atropina, em
ambos 0s olhos de todos os animais, mantendo-se durante 3
minutos as fitas de papel bibula no terco externo do
férnice da conjuntiva. A medigao do pH foi levada a cabo no
dia 0 e no dia 5 utilizando o papel indicador adequado. O
Teste de Ferning (cristalizac¢do em fetos) foil levado a cabo
em amostras de pelicula de lagrimas dos animais tratados
com as diversas formulacdes no dia 5, misturando-se 10 uL
de cada formulacdo com 2 ulL de lagrimas artificiais.
Examinou-se a mistura com um microscédpio, & temperatura
ambiente (20 + 1°C). Examinou-se a cbérnea passados 3, 4 e b
dias, depois da administracZo de atropina. Depois de se
marcar com fluoresceina e Verde de Lissamina, observou-se a
superficie da coérnea utilizando uma lémpada e filtros

apropriados.

Os resultados do teste de Schrimer ndo mostravam
guaisquer diferencas quantitativas de volume de 1lagrimas
apds o tratamentc dos animais com a composicdo da invencéo
e com os outros produtos que 7Jja& estdo disponiveis no
mercado. Além disto, as avaliacdes do pH das lagrimas néo
mostraram quaisquer variacdes patoldgicas, nem para o
produto de acordo com a invencdo, nem para nenhum dos
outros produtos que se estavam a examinar. Nem o exame da
cornea depois de uma marcacdo com fluoresceina e com Verde

de Lissamina mostrou quaisquer altera¢des patoldgicas da
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cérnea depois do tratamento com o produto de acordo com a
invencdo, nem analogamente depois dos tratamentos com as
outras substéncias ja disponiveis no mercado. Os testes de
cristalizacdo em fetos proporcionaram imagens das lagrimas
cristalizadas, que n&oc mostram diferencas essenciais entre

os diversos tratamentos que se estavam a comparar.

Os testes da Fase 1 demonstraram portanto a
auséncia de interacc¢Bes negativas entre a composicéo
proposta e o estado fisiolégico da conjuntiva e da cbédrnea,
do mesmo modo que acontecia para as outras formulagdes jé

disponiveis no mercado.

Fase 2

Nesta fase experimental avaliaram-se diferentes
modelos em animais possiveis, e montou-se um modelo de
olhos secos no rato albino, o qual envolve a utilizacdo de

trés ciclos de 2,5 h, constituidos do seguinte modo:

TO0 (0 minutos): injeccdo intraperitoneal de 4
mg/kg de atropina e aplicacdo tépica de
atropina a 1%

Tl (40 minutos): Anestesia com hidrato de
clordlio a 8,5% e exposicdo a um caudal
continuo e constante de ar seco durante 1 h.

T2 (100 minutos): Final do caudal de ar.

T3 (130 minutos): Atropina a 1% tdépica

T4 (150 minutos): Final do ciclo.
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Os animais tratados com as lagrimas em estudo
receberam uma administracido topica das formulagdes passados

30 minutos entre TO e T2.

A avaliacdc pelo teste de Schirmer mostra uma
hiper-lacrimacdo no final dos trés ciclos, a titulo de
resposta, sobretudo do tipo lacrimatdria-exsudativa. Mesmo
que tenha sido impossivel detectar diferencas
significativas por causa da elevada variabilidade que se
encontrou entre os animais, era evidente uma tendéncia
diminuida devide a composicdo (TSP+HA) de acordo com a
invencdo e ao TSP a 0,5%. Esta tendéncia aponta para uma
melhor proteccdo contra os estimulos nocivos. A avaliacdo
do pH das 1l&grimas ndo demonstrou nenhumas alteragdes
patolégicas ao fim dos trés ciclos, para nenhum dos grupos

experimentais.

No que toca ao teste de cristalizacdo, embora ndo
fossem aparentes nenhumas diferencas significativas entre
0s grupos em teste, ¢é possivel confirmar a presenca das
propriedades protectoras para alguns dos  produtos,
incluindo a composicdo da invencdo, em comparacdo com O

grupc de controlo.

O resultado do teste da cérnea com
fluoresceina com Verde de Lissamina, avaliado como uma
percentagem da superficie da cédrnea afectada por uma lesdo
ulcerosa ou necrbdtica, mostrou uma proteccdo semelhante nas
diversas formulacdes face as lesdes induzidas ao executar

0s trés ciclos descritos acima.
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Em conclusdo, os testes descritos acima demons-
traram ndo sé a auséncia de interacgdes negativas entre a
composicdo de acordo com a invencdo e o estado fisioldgico
da conjuntiva e da cdérnea (Fase 1), como também uma melhor
recuperacdo das lesbGes histo-fisioldgicas a seguir a uma
forte diminuicdo da lacrimacdo. Os testes referidos
permitem estabelecer gue a combinacdo proposta demonstra as
caracteristicas adequadas para a sua utilizacidc valida a
titulo de lagrimas artificiais e no tratamento da sindrome

de olhos secos.

Estudo clinico piloto sobre a eficdcia de misturas

ou uma a combinacdo de TSP a 0,2% HA a 0,4% HA, no

tratamento da sindrome de olhos secos

Para se avaliar a eficdcia de uma combinacgdo de
TSP com HA no tratamentc da sindrome de olhos secos, levou-
se a cabo um ensaio clinico preliminar sobre vinte e um
sujeitos (21) de ambos o0s sexos (42 olhos). 0Os critérios
para inclus&o na experiéncia eram a auséncia de infeccses
oculares, a auséncia de patologias oculares diferentes da
de olhos secos (com a excep¢do de alteracdes da refraccdo)

e a auséncia de utilizacido de lentes de contacto.

O teste consistiu num teste aleatorizado com
réotulo aberto em trés grupos em paralelo, com avaliacdo as
cegas, sem o passo de lavagem final, em que os produtos
administrados a titulo de lagrimas artificiais foram os

seguintes:
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¢ Grupo em estudo: Mistura de duas porc¢des com

igual massa, de solucdo oftalmica de TSP (TSP a
0,2%) e solucdo oftdlmica de HA (HA a 0,4%),
referida adiante comc "TSP+HA";

e 1° grupo de controlo: sclugdo oftdlmica de

TSP a 0,2% TSP (TSP, Farmigea), referida adi-
ante como "TSP",;

¢ 2° grupo de controlo: solucdo ocftédlmica de

HA a 0,4% (Dropstar, Farmigea), referida adi-

ante como "HA".

Na altura da distribuicd&o aleatdria, o técnico
ocular instruiu os pacientes a instilarem eles préprios
duas gotas, duas vezes ao dia, directamente sobre o saco da
conjuntiva, de qualquer um dos trés produtos que estavam a

ser comparados.

A titulo de ponto final primidrio do teste,
determinou-se a variacdo da classificacdo do nlUmeros de
microvilosidades da conjuntiva, do principio para ¢ fim do
tratamento. A titulo de pontos finais secundarios,
utilizaram-se e determinaram-se a variacdo de classificacéio
da sintomatologia subjectiva, da sintomatologia objectiva,
do perfil <citoldégico da conjuntiva (esfregaco), da
classificacdo composta (tal como se define adiante) e da

tolerabilidade e da seguranca do produto.

As avaliacbes da sintomatologia subjectiva, da

sintomatologia objectiva, da tolerabilidade e da seguranca
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foram levadas a cabo em aberto, enquanto a avaliacdo da
citologia da conjuntiva e a das microvilosidades foram
levadas a cabo as cegas, por um observador que ignorava

gual o tratamento associado a cada sujeito.

A duracdo total do tratamento foi de 60 dias (£ 8

dias) para todos os grupos de pacientes.

Avaliagdes

Avaliacdoc das microvilosidades - 0Os efeitos do

tratamento sobre as microvilosidades foram avaliados por
microscopia electrénica de varrimento (SEM). Para cada olho
examinado forma determinados pontos de referéncia
utilizando uma rede wvascular, para se levarem a cabo as
colheitas de amostras de base e final na mesma A4rea.
Obteve-se uma amostra de epitélio, em separado para cada
olho, a partir da conjuntiva bulbar superior temporal,

utilizando a técnica de "citologia de impressdo”.

A colheita fol efectuada entre no minimo de 48
horas e o maximo de 7 dias apds o exame oftalmoscdpico. Na
mesma sessdo em que se obteve a amostra para o estudo das
microvilosidades, uns minutos antes, foi feito um esfregaco

da conjuntiva para a avaliacdo citoldégica.

Trataram-se entdo as amostras e fixaram-se para um
exame por SEM, medindo-se utilizando uma escala de 4 pontos

(de 1 a 4).
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Sintomatologia subjectiva - Este fol o primeiro

dos parémetros avaliado durante cada visita (de base ou
final), quando ao paciente era solicitado que zreferisse o
grau subjectivo de incémodo sofride durante a Ultima
semana, relativamente aos seguintes sintomas oculares
durante a semana anterior: comich&o, sensagdo de gueima-
dura, irritacdo, lacrimacdo. Com base na informacido directa
proporcionada pelo paciente, o médico ligado a
experimentag¢do converteu a intensidade total do desconforto
ocular usando uma escala analdgica de 4 pontos (de 1 a 4),
em que o grau 1 representava a auséncia de sintomas, o grau
2 uma sintomatologia ligeira, o grau 3 uma sintomatologia
moderada e o grau 4 representava a sintomatologia mais

severa.

Sintomatologia objectiva - Determinou-se o

sofrimento epitelial e a possivel extensdc das leses
guerato-conjuntivais depocis da avaliacdo subjectiva. A
avaliacdo foi feita pelo oculista, depois da determinacgédo
da sintomatologia subjectiva, com uma lampada de ranhura e
com fluoresceina, medindo-se com uma escala analdgica de 4
pontocs (de 1 a 4) baseados nos seguintes critérios: grau 1,
sofrimento epitelial ausente ou limitado a um Unico
guadrante; grau 2, sofrimento epitelial limitado a dois
guadrantes; grau 3, sofrimento epitelial que afectasse
claramente dois quadrantes existindo sinais adicionais de
sofrimento nos outros quadrantes; grau 4, o sofrimento

epitelial estendia-se a toda a superficie ocular.
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Citologia da conjuntiva - a componente inflama-

toria celular foi obtida da conjuntiva por esfregaco e sem
anestesia, fixada com solucido de May-Grunwald (eosinato de

azul de metileno) disponivel no mercado.

Obteve-se o esfregaco entre 2 e 7 dias depois do
exame oftalmoscépico, durante & mesma 8esSsdo em que se
levou a cabo a obtencdo da amostra para o estudo das

microvilosidades.

Corou-se o slide no leboratério e observou-se com
um microscodpio o6tico. A avaliacdo fol levada a cabo as
cegas com base numa escala de 4 pontos: 1 = sb células
epiteliais e/ou linfécitos (+); 2 = 1linfécitos (+),
neutréfilos (+); 3 = linfécitos (++), neutrdfilos (++); 4 =

linfécitos (++4), neutrdfilos (++) e/ou eosindfilos (+).

Classificacdo composta - representa a soma dos

guatro pardmetros descritos acima e fol avaliada como sendo

um indice sucedédneo de uma eficacia global.

Seguranca e tolerabilidade - Determinaram-se

seguranga e tolerabilidade dos produtos objecto do estudo a
partir de questdes directamente postas pelo médico ao

paciente.

Efeitos sobre as microvilosidades

Tal como se afirmou, os efeitos do tratamento

sobre as microvilosidades fotografadas com microscopia de
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varrimento electrénico, foram determinados avaliando-os com

uma escala de 4 pontos. Antes da distribuicdo aleatédria, os

trés grupos eram bastante homogéneos, tendo o grupo "TSP"
uma classificacdo média de 3,0, e o0s grupos "TSP+HA" e
"HA", uma classificacdo média de 3,3. Além disto a

dispersdo dos dados parecia ser moderada, o coeficiente de

variacdo sendo de 26% vs 22% vs 22%, respectivamente para
TSP, TSP+HA, HA.
TABELA 1

Microvilosidades - Comparagdo anterior e posterior dos

valores médios

TSP TSP+HA HA
Basal ([Dia 60 [Basal ([Dia 60 [Basal ([Dia 60
N|14 14 14 14 14 14
Min|2 1 2 1 2 2
Max(4 4 4 3 4 4
Média(3, 0 2,1 3,3 1,4 3,3 3,0
Desv. Padr.|0, 8 0,9 0,7 0,6 0,7 0,8
Coef. Var.|0,26 0,34 0,22 0,45 0,22 0,26
p (Wilcoxon) 0,602 <0,0001 0,219

Tal como se ilustra na Tabela 1 e nos histogramas

das Figuras 1 e 2, passados 60 dias de tratamento no grupo

TSP, observou-se uma ligeira melhoria do nuUmero das

microvilosidades da conjuntiva (-0,3 pontos), igual a -9,5%

no que toca ao valor basal (NS no teste de Wilcoxon). De

forma semelhante, o comportamento no grupo tratado com HA

no qual, passados 60 dias, se observou uma melhoria de 0,3
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pontos, igual a -8,7% no que toca ao valor basal (NS no

teste de Wilcoxon).

No grupo tratado com TSP+HA observou-se, ao invés,
uma melhoria média mais do que 5 vezes maior, com uma
classificacdo que se aproximava da de normalidade de 1,9
pontos, igual a uma melhoria percentual de 56,5% em relag¢do

ao valor basal (p<0,0001 no teste de Wilcoxon).

Tal como se mostra na Tabela 2 que se segue, a
diferenca de guanto ocorria nos olhos tratados apenas com
TSP ou apenas com HA, todos os 14 olhos tratados com TSP+HA
apresentavam, passados 60 dias, uma melhoria de

classificacdo (de entre 1 e 3 pontos).

TABELA 2
TSP a 0,2% TSP a 0,2%/HA a 0,4% HA a 0, 4%
3 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
2 1 7,1% 0 0,0% 0 0,0%
1 2 14, 3% 0 0,0% 1 7,1%
d 5 35,7% 0 0,0% 8 57,1%
-1 4 28,6% 6 42,9% 5 35,7%
-2 2 14, 3% 4 28,6% 0 0,0%
-3 0 0,0% 4 28,6% 0 0,0%

Para a andlise estatistica, o teste de signi-
ficdncia de Kruskal-Wallis foi aplicado aos valores
absolutos das diferencas entre as observacgdes, basal e

final. Embora o numero de amostras examinadas tenha sido
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relativamente limitadc, a andlise mostrou uma diferenca
muito significativa do ponto de vista estatistico, entre os

grupos em tratamento (p<0,0001).

Vejam-se as Figuras 3 e 4 apensas gue mostram,
utilizando um microscépic electrénico de varrimento, ©
desenvolvimento da presencga de microvilosidades no epitélio
da conjuntiva num paciente do sexo feminino com 64 anos de
idade, tratado durante 60 dias com TSP+HA. A Figura 3
permite avaliar uma superficie epitelial glabra devido a
guase completa auséncia de microvilosidades; com base nos
critérios descritos acima, este quadro histoldgico foi
atribuida uma classificacdo de 4 (diminuicdo maxima da
presenca de microvilosidades). No mesmo paciente, na mesma
zona da conjuntiva do mesmo olho, a Figura 4 mostra uma
vegetacdo rica em microvilosidades, o que permite atribuir
a este quadro uma classificacdo de 1, substancialmente

tipica de um estado normal.

Tal como se assinalou na Tabela 2, no grupc tra-
tado com TSP+HA, 4 olhos (28,6%), em 3 sujeitos, demons-
travam uma melhoria na classificacgdo das microvilosidades
igual a 3, enquanto o mesmo nUmero de olhos mostrava uma
melhoria de classificacdo de 2 pontos. Seis olhos (42, 9%)

mostravam uma melhoria de classificacdo igual a 1 ponto.

Efeitos sobre a sintomatologia subjectiva

A intensidade da sintomatologia subjectiva foi

determinada com uma escala analdgica de 4 pontos, sob a
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forma de intensidade do incdémodo ocular, tal como se des-
creveu acima. No valor basal, os trés grupos apresentavam
uma homogeneidade relativa, tanto do ponto de vista dos
valores absolutos das classificacles (com um desvio médio
maximo de 0,3 pontos), como nos valores da disperséo,
medidos sob a forma do coeficiente de variacdo (33% vs 12%

vs 29%, respectivamente para TSP, TSP+HA e HA).

TABELA 3

Sintomatologia subjectiva - Comparagdo dos valores médios

antes e depois

TSP TSP+HA HA

Basal (Dia 60 | Basal [Dia 60 | Basal |Dia 60

Nl 114 114 114 114 114 114

Min 1 1 2 1 1 2

Max 4 4 3 4 4 4

Média| 2,6 2,6 2,9 1,9 2,8 2,6

Desv. Padr.| 0,9 0,9 0,4 1,1 g,8 0,6

Coef. var.| (0,33 0,33 0,13 0,59 0,29 0,25

p (Wilcoxon) 1,000 0,014 0,375

Passados 60 dias de tratamento, tal como se
ilustra nos histogramas das Figuras 5 e 6, ndo se observou
qualquer variacdo da sintomatologia subjectiva no grupo a
TSP, permanecendo a classificacdo com o valor de 2,6,
enquanto o grupo tratado com HA demonstrou uma pequena
melhoria, ndo relevante estatisticamente, igual a -0,2

pontocs na classificacdo média (-7,7%).
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A melhoria do grupo tratado com TSP+HA foi
sensivelmente mails evidente, e estatisticamente relevante
no teste de Wilcoxon, demonstrando uma diminuicdo da
classificacdo média de 1,0 ponto, igual & 35,0% do wvalor

basal.

Tal como se mostra na Tabela 4 adiante, s6 dois
olhos dos 14 em tratamento com TSP+HA mostraram uma
classificacdo pior da sintomatologia subjectiva e um
permaneceu igual, enquanto 6 e 5 olhos registaram melhorias

de, respectivamente, 1 e 2 pontos.

TABELA 4
TSP a 0,2% TSP a 0,2%/HA a 0,4% HA a 0,4%
3 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
2 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
1 3 21,4% 2 14, 3% 1 7,1%
0 8 57,1% 1 7,1% 9 64, 3%
-1 3 21,4% 6 42, 9% 4 28,6%
-2 0 0,0% 5 35,7% 0 0,0%
-3 0 0,0% d 0,0% 0 0,0%

A analise estatistica fol levada a cabo aplicando
0 teste de Kruskal-Wallis aos valores absolutos das
diferencas entre as observacdes, basal e final, e mostrava
uma diferenca estatisticamente significativa entre os trés

grupos (p=0,005).
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Efeitos sobre a sintomatologia objectiva

Mediu-se a sintomatologia objectiva numa escala de
4 rpontos avaliando o grau de afeccdo de 4 sectores da
cbérnea e conjuntiva utilizando uma lampada com ranhura, tal
como se descreveu acima. Nos valores basais, os trés grupos
apresentavam um pequeno grau de ndo homogeneidade,
estatisticamente ndo relevante, sendoc que a do grupo a
TSP+HA com uma classificacdo média de 2,8, era superior em
0,3 ponto a classificacdo do grupo a TSP e em 0,1 ponto a
do grupo a HA. Os resultados da dispersdo de dados eram
relativamente elevados para todos os trés grupos, com
coeficientes de variacgdo de, respectivamente, 41% vs 29% vs

34%, para os grupos a TSP, TSP+HA, e HA.

TABELA 5

Sintomatologia objectiva - Comparagdo dos valores médios antes

e depois

TSP TSP+HA HA

Basal | Dia 60 | Basal | Dia 60 | Basal | Dia 60

N 14 14 14 14 14 14
Min 1 1 1 1 1 1
Max 4 4 4 3 4 4

Média| 2,5 2,2 2,8 1,9 2,7 2,6

Desv. Padr.| 1,0 1,0 0,8 0,8 0,9 0,8

Coef. var.| 0,41 0,44 0,29 0,41 0,34 0,29

p (Wilcoxon) 0,125 0,000 0,347
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Tal como se v& melhor nos histogramas das Figuras
7 e 8, bem como na Tabela 5, passados 60 dias ode
tratamento, observou-se uma peguena melhoria da
sintomatologia objectiva (-0,3 pontos), igual a 11,4%, no
gue toca ao valor basal do grupo TSP. O progresso no grupo
tratado com HA foi inferior, mostrando este grupo apds 60
dias, uma diminuicdo da classificag¢do total de -0,1 ponto
(-5,3%). Em ambos os casos, as diferencas ndo eram

estatisticamente relevantes no teste de Wilcoxon.

No grupo tratado com TSP+HA, em wvez disto,
passados 60 dias de tratamento, observou-se a classificacéo
média minima, de 1,9, embora o ponto de partida fosse um
valor basal ligeiramente maior. Isto é equivalente a uma
melhoria de -0,9 pontos, estatisticamente relevante, gue
representava uma variacdo de 33,3% relativamente ao valor

basal.

Tal como se mostra na Tabela ¢ seguinte, sé6 um dos
14 olhos tratados «com TSP+HA mostrou piorar na sua
classificacdo da sintomatologia objectiva, um permaneceu

sem variacdo e 12 mostravam melhoria.

TABELA 6©

TSP a 0,2% TSP a 0,2%/HA a 0, 4% HA a 0, 4%

3 0 0,0

o0

d 0,0

oo
(@]
(@]
O
e

o\

2 0 0,0 d 0,0

oo
'_\
~J
'_\
o\e
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(continuacéo)
TSP a 0,2% TSP a 0,2%/HA a 0,4% HA a 0,4%
1 0 0,0% 1 7,1% 0 0,0%
0 10 71,4% 1 7,1% 9 64,3%
-1 4 28,0% 10 71,4% 4 28,6%
-2 0 0,0% 2 14, 3% 0 0,0%
-3 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

A andlise estatistica foi levada a cabo aplicando-
se o teste de Kruskal-Wallis aos wvalores absolutos das
diferencas entre as observacdes, basal e final. No que toca
4 sintomatologia objectiva é possivel confirmar gque as
diferencas observadas nos trés grupos de pacientes séo

estatisticamente relevantes (p=0,02).

Efeitos sobre a citologia

A presenca de células inflamatérias foi avaliada
com uma escala de 4 pontos, de acordo com quanto se
descreveu acima. Nos valores basais, antes da distribuicéo
aleatéria, os trés grupos eram muito ndo homogéneos, embora
ndo de uma forma estatisticamente relevante. De facto, no
grupo a HA, que era o menos grave, determinou-se uma
classificacdo média de 1,9, no grupo a TSP a classificacdo
era de 2,1, e no grupo a TSP+HA, o mais grave, detectou-se
uma classificacdo média de 2,7, com uma variacdo entre
extremos de 0,9. Os dados de dispersdo também aparentavam

ser sensiveis, com um coeficiente de variacdoc de 44% vs 37%
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vs 55%, respectivamente para os grupos a TSP, a TSP+HA, e a

HA.

TABELA 7

Citologia - Comparagdo dos valores médios antes e depois

TSP TSP+HA HA
Basal | Dia 60 | Basal | Dia 60 | Basal | Dia 60

Nl 14 14 14 14 14 14

Min 1 1 1 1 1 1

Max 4 3 4 3 4 3

Média| 2,1 2,3 2,7 1,9 1,9 2,0

Desv. Padr.| 0,9 0,9 1,0 0,8 1,0 0,6
Coef. Var.| 0,44 0,40 0,37 0,43 0,55 0,28

P (Wilcoxon) 0,688 0,094 1,000

A Tabela 7e as Figuras 9 ¢ 10 apensas mostram que,

passados 60 dias de tratamento, tanto no grupo a TSP como

no grupo a HA, se observava uma ligeira degradacdo do

perfil citoldégico. Ao invés disso, no grupo tratado com

TSP+HA, era aparente uma melhoria notdvel do perfil

citoldgico, mesmo que ndo fosse estatisticamente relevante,
passando a classificacédc média de 2,7 para um valor de 1,9,
com uma percentagem de melhoria de 28,9% em relacido ao
valor basal.

7 dos 14

Tal como se mostra na Tabela 8 adiante,

olhos tratados com TSP+HA melhoraram de classificacao,
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passados 60 dias, enquanto 6 permaneceram inalterados, e um

havia piorado.

TABELA 8
TSP a 0,2% TSP a 0,2%/HA a 0,4% HA a 0,4%
3 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
2 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
1 4 28,6% 1 7,1% 5 35,7%
0 8 57,1% 6 42,9% 6 42,9%
-1 2 14, 3% 4 28,6% 3 21,4%
-2 0 0,0% 1 7,1% 0 0,0%
-3 0 0,0% 2 14,3% 0 J,0%

De uma forma andaloga a dos outros parémetros, para
a analise estatistica, a significdncia do teste de Kruskal-
Wallis foi aplicada aos valores absolutos das diferencas
entre as observacdes dos valores, basal e final. Esta
analise mostrou uma diferenca estatisticamente relevante

entre os grupos (p=0,031).

Classificagado Composta

Tal como se afirmou, a classificacidc composta
representa a soma dos quatro parédmetros descritos acima
(microvilosidades, sintomatologia subjectiva, sintomato-
logia objectiva, citologia) e é um indice dependente da
eficacia global. O seu valor tedrico méximo & de 16. Apesar

da fonte de um possivel desequilibrio entre os grupos,
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devido  sobretudo a c¢itologia, apbs a distribuicédo
aleatoéria, ao valor basal, 0s dois grupos eram
suficientemente homogéneos, tal como resulta da Tabela que

se segue.

TABELA 9

Classificagdo total - Comparagdo entre os valores médios

antes e depois

TSP TSP+HA HA

Basal |Dia 60| Basal [Dia 60 | Basal [ Dia 60

Nl 14 14 14 14 14 14
Min 6 4 8 4 5 6
Max| 16 13 14 11 15 14

Média| 10,2 9,8 11,6 7,1 10,6 10,1

Desv. Padr.| 2,8 2,8 2,0 2,3 2,7 2,2

Coef. var.| 0,27 | 0,29 | 0,17 | 0,32 | 0,26 | 0,21

P (Wilcoxon) 0,555 <0,0001 0,197

Passados 60 dias de tratamento, tal como se mostra
nas Figuras 11 e 12, no grupo a TSP, ndo se detectaram
variacdes substanciais em relacdo &aos valcores Dbasais.
Verificou-se um comportamento andlogo no grupo tratado com
HA, no qual, passados 60 dias, ocorreu uma melhoria de 0,5

pontos, igual a -4,7% em comparacdo com o valor basal NS).

A melhoria observada no grupo tratado com TSP+HA

foi cerca de 10 vezes superior e estatisticamente era
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altamente relevante, com -4,5 pontos, igual a 39,3% face ao
valor basal. A melhoria revelou ser altamente relevante no

teste de Wilcoxon.

Também em quanto diz respeito a classificacéo
composta, para a analise estatistica aplicou-se o teste de
Kruskal-Wallis sobre os valores absolutos das diferencas
entre as observacdes, basal e final, de que resultou uma

significéncia elevada (p<0,0001).

Seguranca e tolerabilidade

Em nenhum dos tratamentos utilizados neste estudo
piloto foi descrito qualquer problema ligado a
tolerabilidade nem & seguranga local ou sistémica, com
excepcdo de ume informacdo transmitida acerca de uma visdo
turva transitdéria associada a instilacdo dos produtos, que
normalmente durava uns poucos minutos. Este tipo de
efeitos, também conhecidos a respeito de outros substitutos
de lagrimas, n&o revelava qualquer diferenca entre o0s trés

grupos.

Conclusodes

Com base nos resultados do estudo, é possivel
concluir que existe uma quantidade suficiente de dados
clinicos, também suportados por avaliagdes levadas a cabo
por microscopia electrénica de varrimento, de que a

combinacdo de TSP com Aacido hialurdnico no mesmo produto
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oftdlmico origina um efeito de sinergia, obtendo-se
resultados que ndo se podem obter quando ambos os produtos

sdo administrados individualmente.

Estes dados microscépicos indicam que com base no
efeito de sinergia existe uma melhoria rdpida do estado do
epitélio da conjuntiva gue, exposto & combinacdo de HA e,
resulta numa regeneracdc de microvilosidades. DPor seu
turno, os efeitos sobre o epitélio da conjuntiva produzem
uma melhoria dos sintomas subjectivos e objectivos que

caracterizam a sindrome de olhos secos.

A 1inven¢do presente foi descrita fazendo-se uma
referéncia especifica a algumas suas concretizacdes espe-
cificas, mas deve entender-se gue um especialista poderé
fazer modificacdes e alteracdes sem se desviar do &mbito da

invenc&o, tal como é definido nas reivindicacgdes apensas:

Lisboa, 11 de Maio de 2011
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REIVINDICAGCOES

1. Umna preparacdo oftdlmica para utilizacdo a
titulo de substituto de lagrimas contendo, em combinacéo,
entre 0,05 e 2%, em peso, de polissacidrido de semente de
tamarindo e entre 0,05 e 1%, em peso, de acido hialurénico,

em solucdo aquosa.

2. Uma prepara¢do oftdlmica de acordo com a
reivindicacdo 1, que inclua entre 0,1 e 1%, em peso, de
polissacarido de semente de tamarindo e entre 0,1 e 0,5%,

en peso, de acido hialurdnico.

3. Umna preparacdo oftdlmica de acordo com as
reivindicacdes 1 ou 2, na qual o referido polissacarido de
semente de tamarindo tenha uma massa molecular compreendida

na gama de entre 450.000 Da e 750.000 Da.

4. Una preparacdo oftalmica de acordo com
gqualgquer uma das reivindicag¢les 1-3, na qual o &cido
hialurénico referido tenha uma massa molecular compreendida

na gama de entre 600.000 Da e 1.000.000 Da.

5. Una preparacdo oftadlmica de acordo com a
reivindicacdo 1, gue inclua numa solucdo aquosa, 0,2%, em
peso, de polissacérido de semente de tamarindo e 0,4%, em

peso, de acido hialurénico.
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6.
gualguer uma

mais agentes

7.
gualguer uma
mais Acidos

oftdlmico, a

8.

gualguer uma

mais tampdes.

9
gualguer uma

mais agentes

10.

gualguer uma

mais agentes

11.

carido de semente de tamarindo com &cido hialurdnico,

Uma preparacdo oftalmica de acordo com

das reivindicacgdes 1-5, incluindo também um ou

reguladores do toénus.

Una preparacdo oftalmica de acordo com

das reivindicacdes 1-6, incluindo também um ou

ou bases aceitédveis do ponto de vista
titulo de correctores do pH.
Uma preparacdo oftdlmica de acordo com

das reivindicacdes 1-7, incluindo também um ou

Uma preparacdo oftalmica de acordo com

das reivindicacdes 1-8, incluindo também um ou

conservantes.

Uma preparacdo oftalmica de acordo com

das reivindicagdes 1-9, incluindo também um ou
quelantes.
A utilizacido de

uma combinacdc de polissa-

para

a producdo de um medicamento para substituir lagrimas.

12.

A utilizacdo de uma combinacdo de polis-

sacarido de semente de tamarindo com acido hialurdénico numa

solucdao aquosa,

para a producdo de um medicamento para o

tratamento da sindrome de olhos secos.
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13. A utilizacdo de acordo com as reivindicacgdes
11 ou 12, em que o produto referido inclua 0,05 a 2%, em
peso, de polissacérido de semente de tamarindo e entre 0,05

e 1%, em peso, de acido hialurdnico.

14, A utilizagdo de acordo com a reivindicacéo
13, em que o produto referido contenha 0,1 a 1%, em peso,
de polissacdridc de semente de tamarindo e entre 0,1 e

0,5%, em peso, de acido hialurdnico.

15. A utilizacdo de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 11-14, na qual o referido polissacarido de
semente de tamarindo tenha uma massa molecular compreendida

na gama de entre 450.000 Da e 750.000 Da.

le. A utilizacdo de acordo com gqualgquer uma das
reivindicagdes 11-15, na qual o &cido hialurodnico referido
tenha uma massa molecular compreendida na gama de entre

600.000 Da e 1.000.000 Da.

Lisboa, 11 de Maio de 2011
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