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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "USO DE PO-
LIETILENO GLICOL EM INFLAMAGCAO RELACIONADA COM DOENCAS
OU DISTURBIOS TOPICOS E CICATRIZACAO DE FERIMENTO".

CAMPO DA INVENCAQ

A presente invengao refere-se as composi¢cdes e a0 seu uso

como um produto cosmético, produto dietético, medicamento ou como um
dispositivo médico para o tratamento topico de ferimentos ou para reduzir ou
ajudar a reduzir inflamagao, para realgar o reparo de pele danificada, muco-
sa e/ou ferimentos e/ou para o alivio tdépico de sintomas relacionados com
inflamagao.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O polietileno glicol (PEG) é um componente bem conhecido co-

mo uma base para formulagdes farmacéuticas ou para modular a viscosida-
de de unguentos e cosméticos. E usado como realgador de penetragdo na
pele e como agente umectante para substancias hidrofébicas que facilitam a
sua dispersdo. PEG tem sido usado para a derivagao de proteinas terapéuti-
cas para aumentar sua solubilidade, sua estabilidade e tempo de circulag@o
e/ou diminuir a imunogenicidade. Os polimeros com base em PEG com pro-
priedades tensoativas sao usados como emulsificantes, solubilizantes e a-
gentes umectantes em preparagdes dermatoldgicas e cosméticas, artigos de
toalete, perfumes como também em aplica¢Ges industriais. Descobriu-se que
as poliaminas ligadas por PEG aumentam a liberagdo transdérmica de far-
macos terapéuticos tépicos.

PEG também foi demonstrado ter um efeito neuroprotetor, que €
em parte com base em sua capacidade de salvar neurdnios e seus axénios
por reparo das membranas plasmaticas.

A atividade farmacéutica potencial deste composto em aplica-
¢Oes dermatoldgicas foi amplamente negligenciada. Em geral, as concentra-
¢Oes variadas de PEG sao usadas em formulagbes dermatoldgicas. Ao
mesmo tempo em que algumas destas formulagdes foram sugeridas para
cicatrizagdo de ferimento (Chapvil e outros (1991) J. Surg. Res. 51, 245-

252), PEG prepriamente dito ndo foi considerado como um ingrediente ativo
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uma vez que o efeito direto de PEG propriamente dito nao foi reconhecido.

As composigdes antimicrobianas que compreendem PEG foram
descritas (Ambrose e outros, (1991) Antimicrobial agents and chemotherapy
35, 1799-1803), com base em uma atividade pré-inflamatéria de PEG. As
concentragées de PEG usadas para obter o efeito pré-inflamatério alegado
de PEG sao acima de 15%.

A inflamagéo é a primeira resposta do sistema imune a infecgéo
ou irritagdo e pode ser referida como cascata inata. A inflamacgao é caracte-
rizada pelo seguinte quinteto: vermelhidao (rubor), alta temperatura (calor),
inchago (tumor), incomodo (dor) e disfungdo organica dos érgaos envolvidos
(functio laesa).

A inflamagéo tem dois componentes principais, um componente
celular e um exsudativo. O componente exsudativo envolve o movimento de
fluido, normalmente contendo muitas proteinas importantes tais como fibrina
e imunoglobulinas (anticorpos). Os vasos sanguineos sao dilatados a mon-
tante de uma infecgdo (causando vermelhidao e calor) e constringidos a ju-
sante ao mesmo tempo em que a permeabilidade capilar ao tecido afetado &
aumentada, resultando em uma perda liquida de plasma sanguineo no teci-
do - dando origem ao edema ou inchago. O inchago dilata os tecidos, com-
prime as terminagdes nervosas, e desse modo causa dor. O componente
celular envolve o movimento de glébulos brancos de vasos sanguineos no
tecido inflamado. Os glébulos brancos, ou leucécitos, assumem um papel
importante na inflamagéo; eles extravasam (filtram) dos vasos capilares no
tecido, e agem como fagocitos, apanhando bactérias e detritos celulares.
Eles também podem ajudar a enfraquecer uma infec¢ao e prevenir sua ex-
pansado. Quando a inflamagdo do sitio afetado persiste, as citocinas libera-
das [L-1 e TNF ativardo as células endoteliais para super-regular os recepto-
res VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, e L-selectina para varias células imunes.
A super-regulagdo do receptor aumenta o extravasamento de neutréfilos,
mondcitos, células T-auxiliares ativadas e T-citotoxicas, e células T e B de
memoria para o sitio infectado.

Os neutréfilos sdo caracteristicos de inflamacéo nos estagios
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iniciais - eles sdo as primeiras células a aparecer em uma area infectada, e
qualquer sec¢édo de tecido recentemente inflamado (dentro de poucos dias
mais ou menos) vista sob um microscdpio aparecerad envolvida neles. Eles
séo identificados facilmente pelos seus nucleos com multiplos Iébulos e cito-
plasma granular e realizam muitas fungées importantes, incluindo fagocitose
e a liberagdo de mensageiros quimicos extracelulares. Os neutréfilos vivem
somente durante poucos dias nestas areas intersticiais, desse modo se a
inflamagao persiste por uma duragdo mais longa, entao eles séo substituidos
gradualmente por mondcitos vivos por mais tempo.

Varios leucdcitos sdo envolvidos na iniciagdo e manutengédo de
inflamacgédo. Estas células podem ser também estimuladas para manter in-
flamagédo pela agao de cascata adaptavel por linfécitos: células T, células B,
e anticorpos. Estas células de inflamagao sao mastdcitos que liberam hista-
mina e prostaglandina em resposta a ativagao de receptores de estiramento
e macréfagos que liberam TNF-q, IL-1 em resposta a ativagao de receptores
do tipo pedagio.

O resultado de inflamag&o em uma circunstancia particular sera
determinado pelo tecido no qual a lesdo ocorreu, e o agente prejudicial que
esta causando isto. Ha quatro possiveis resultados para inflamagao, isto &,
resolugdo, cicatrizagdo do tecido conjuntivo, formagdo de abscesso e infla-
magdo continua ou cronica. A resolugédo, ou a reconstituicdo completa de
tecido danificado, normalmente ndo ocorre no corpo. Mais comumente, a
inflamagao requer a cicatrizagdo do tecido conjuntivo. A resposta curativa
comegara cerca de 24 horas depois da primeira ocorréncia de inflamacao
em um ferimento. Esta resposta envolve a formagéo de tecido conjuntivo
para ligar o espago causado pela lesdo, e o processo de angiogénese, a
formagao de novos vasos sanguineos, para fornecer nutrientes ao tecido
recentemente formado. Frequentemente a cicatrizagdo nao pode ocorrer
completamente e uma cicatriz se formara; por exemplo, apds a dilaceragao
da pele, os resultados de cicatriz de tecido conjuntivo que nao contém ne-
nhuma estrutura especializada tal como pelo ou glandulas de suor. Onde a
inflamacgao é acompanhada por infecgdo com bactérias piogénicas, a forma-




10

15

20

25

30

¢do de abscesso pode ocorrer. Finalmente, se o agente prejudicial persistir,
a inflamag&o cronica resultara. Este processo, marcado por inflamagao que
dura muitos dias, meses ou até mesmo anos, pode levar a formagao de um
ferimento cronico. A inflamagdo cronica é caracterizada por uma presenca
dominante de macrofagos no tecido ferido, que extravasa pelos mesmos
métodos descritos acima (ICAM-1 VCAM-1). Estas células sdo agentes de-
fensivos poderosos do corpo, porém as toxinas que elas liberam (incluindo
espécies de oxigénio reativo) séo prejudiciaié aos préprios tecidos do orga-
nismo como também agentes invasores. Isto é por que a inflamagéo cronica
quase sempre é acompanhada por destruicdo de tecido. Um abscesso, ou
uma coleta de pus, também pode se formar em inflamagé&o cronica.

Além de ferimento, a inflamagéo da pele pode ser causada tam-
bém por outros agentes que agem como fatores irritantes. As doencgas de
pele inflamatérias comuns incluem dermatite atopica, acne, sumagre vene-
noso, rosacea, e urticarias. A dermatite atépica é frequentemente referida
como "eczema", que é um termo geral para muitos tipos de dermatite. A
dermatite atopica é a mais comum dos muitos tipos de eczema incluindo ec-
zema de contato (tal como a maioria das formas de dermatite ocupacional),
eczema de contato alérgica, eczema seborréica, eczema nubular, neuro-
dermatite, dermatite de estase e eczema disidrética. A dermatite atépica afe-
ta machos e fémeas igualmente e é responséavel por 10 a 20 por cento de
todas as indicagdes para dermatologistas. Um percentual estimado de 10
por cento de criangas e jovens experimentam sintomas da doenga. Aproxi-
madamente 60 por cento destas criangas continuam a ter um ou mais sinto-
mas de dermatite atépica na fase adulta. Isto significa que mais de 15 mi-
lhdes de pessoas nos Estados Unidos tém sintomas da doencga. Psoriase
comum é uma doenga de pele inflamatéria cronica, a taxa de prevaléncia da
qual é 2-3% em popula¢des Caucasianas. A maioria dos casos de psoriase
comum é esporadica. Os casos esporadicos sdo caracterizados por inflama-
¢do ativada por lesbes de pele que mostram hiperproliferagéo de células e-
pidérmicas, diferenciacdo anormal de ceratindcitos (por exemplo, hiperproli-
feragdo de ceratindcito), infiltragdo de células T-auxiliares ativadas e monéci-
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tos, e liberagdo de citocinas pro-inflamatérias. Acne comum é uma doencga
inflamatéria da pele, causada por mudangas nas unidades pilossebaceas
(estruturas de pele que consistem em um foliculo de cabelo e sua glandula
sebacea associada). A condicdo é muito comum durante adolescéncia, afe-
tando mais do que 85% de adolescentes, porém frequentemente continua na
fase adulta.

Permanece uma necessidade de composigdes para aplicagdo a
pele que possam ser usadas para aliviar sintomas de inflamagéao, cicatriza-
¢ao de ferimento e/ou promover regeneragao de ferimento.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo mostra que PEG e derivados deste, formu-

lados como solugdes aquosas ou como hidrogéis, ajudam a reduzir inflama-
¢ao e/ou a aliviar os sintomas relacionados com a inflamacgéo, promover e/ou
facilitar a cicatrizagdo de ferimento, promover reparo da pele e/ou mucosa €
prevenir cicatriz quando aplicadas topicamente em uma certa faixa de con-
centragao.

Um primeiro aspecto da presente invengao refere-se as compo-
sigdes que compreendem PEG ou um derivado deste em uma concentragao
entre 0,1 e 10%, particularmente entre 0,3 e 6% (peso/peso), mais particu-
larmente entre 0,5 e 5% (peso/peso) e particularmente entre 0,5 e 2% (pe-
so/peso), ou entre 1 e 3% (peso/peso). As modalidades particulares forne-
cem composi¢des com concentragdes de PEG de 0,5, 1, 1,5, 2, ou 2,56% ou
qualquer valor nesta faixa. Mais particularmente, as composi¢gdes da inven-
¢do séo consideradas para uso como um medicamento, mais particularmen-
te na redugdo e/ou prevengao de inflamagédo e/ou para promover reparo da
pele e reduzir ou prevenir a formagéo de cicatriz. As modalidades particula-
res da invengdo sdo composigcbes para patologias relacionadas com infla-
macao tal como composig¢Ges curativas de ferimento. Em modalidades alter-
nativas, as composi¢des de acordo com a invengdo sao consideradas para
uso como produtos cosméticos, produtos dietéticos e/ou composi¢des topi-
cas para aplicagdo a pele e/ou mucosa, com o objetivo de alimentar a pele,
com base no aumento observado na produgdo de colageno por PEG. Mais
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particularmente as composi¢des da invengao sdo formuladas como hidrogéis
ou solugdes aquosas, particularmente adequadas para aplicagéo topica.

Uma modalidade particular da presente invengao refere-se aos
hidrogéis ou solugdes aquosas, compreendendo um ou mais PEG(s) ou de-
rivados destes que tém um Mr entre 200 e 1500, mais particularmente entre
200 e 700. Alternativamente, as composi¢des da presente invengdo compre-
endem um ou mais PEG(s) ou derivados destes que tém um Mr de mais do
que 1500, mais particularmente PEG(s), que sao sélidos cerosos.

Em uma modalidade, a presente invengao fornece composigoes,
mais particularmente hidrogéis ou solugbes aquosas, em que 0 um ou mais
PEG(s) é o unico ou principal componente farmaceuticamente ativo da com-
posicao, hidrogel ou solugdo aquosa. Em modalidades particulares a com-
posicao ndo compreende agente de aquecimento de pele ou um protetor
solar. Em modalidades particulares as composi¢cdes compreendem, além de
PEG como os ingredientes ativos principais, outros componentes tais como
composi¢coes antimicrobianas (em concentragoes de inibigdo de crescimen-
to), tampdes, solubilizantes etc.

Em modalidades particulares alternativas as composi¢cdoes com-
preendem, além de PEG, outros ingredientes farmaceuticamente ativos, tais
como antibioticos, agentes antifingicos, protetores solares, etc.

Em uma modalidade, a presente invenc¢ao fornece hidrogéis que
compreendem uma ou mais formas de PEG em uma concentragdo entre 0,1
e 10%, particularmente entre 0,3 e 6% (peso/peso), mais particularmente
entre 0,5 e 5% e particularmente entre 1 e 3% (peso/peso), em que o hidro-
gel € um hidrocoléide de poliacrilato com uma concentragdo entre 0,05 e
20%, mais particularmente entre 0,05 e 10%. As modalidades especificas da

- presente inven¢ao fornecem hidrogéis, em que o hidrocoldide é somente

parcialmente reticulado, completamente reticulado ou ndo é reticulado.

Outro aspecto da presente invengao fornece as composi¢cdes
como descrito acima, para uso como um medicamento. Mais particularmen-
te, as composigdes sao fornecidas para uso na prevengao e/ou tratamento

(ou redugao de incidéncia) de inflamagdo, mais particularmente no tratamen-
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to de ferimentos, para a prevengédo de formagao de cicatriz, para reparar
mucosa e/ou pele danificada, para o tratamento de doengas inflamatérias da
pele e/ou mucosas tal como, porém nao limitado a dermatite atopica, acne,
rosécea, urticarias, sumagre venenoso, psoriase etc..

Em uma modalidade, a invengao fornece um método para redu-
zir ou ajudar a reduzir a inflamagao na pele, mucosa (incluindo nariz e ore-
Iha) e em ferimentos, aplicando a dita pele, mucosa ou ferimento um hidrogel
ou solugao aquosa que compreende uma ou mais formas de PEG destas em
uma concentragao dentre 0,3 e 6% (peso/peso), mais particularmente entre
0,5 e 5% (peso/peso), mais particularmente entre 1 e 3% (peso/peso). Parti-
cularmente, os métodos da presente invengao referem-se ao cuidado tépico
e tratamento de inflamagédo. As modalidades particulares da invengao refe-
rem-se aos métodos para curativos de ferimentos.

Em uma modalidade, os métodos da presente invengao compre-
endem aplicagdo tdpica de composi¢des, mais particularmente, aplicagéao
topica de composigdes tais como aquelas descritas aqui, a pele ou mucosa,
particularmente aplicacdo tépica nas areas danificadas de pele ou mucosa,
para o tratamento de doengas inflamatérias de pele e/ou mucosas tais como
porém nao limitado a acne, rosacea, urticarias, sumagre venenoso, psoriase
etc..

Consequentemente, a presente invengdo também refere-se ao
uso de um ou mais PEG(s) ou derivado(s) destes em uma concentragao
(PEG total) entre 0,1 e 10%, particularmente entre 0,3 e 6% (peso/peso),
mais particularmente entre 0,5 e 5%, particularmente entre 1 e 3% (pe-
so/peso) para a fabricagdo de hidrogel ou solugdo aquosa para uso tépico
para reduzir ou ajudar a reduzir inflamagao e/ou para promover reparo de
pele e prevenir e/ou reduzir formagao de cicatriz e/ou para promover cicatri-
zacao de ferimento.

Em uma modalidade especifica, PEG ou um derivado deste tem
um Mr de cerca de 200 a 1500 mais particularmente entre 200 e 700. Alter-
nativamente, o PEG ou um derivado deste tem um Mr de mais do que 1500.

Em modalidades particulares, o0 um ou mais PEG(s) é o unico ou principal



10

15

20

25

30

componente farmaceuticamente ativo do hidrogel ou solugdo aquosa. Em
uma modalidade adicional, o um ou mais PEG(s) € o unico componente anti-
inflamatério das composi¢des da presente invengdo. Em modalidades alter-
nativas, o hidrogel ou solugdo aquosa compreende outros ingredientes ati-
vos, tais como, porém ndo limitados a, agentes antimicrobianos (antibiético,
antifingico, antiviral), protetores solares, agentes hidratantes etc. Em moda-
lidades adicionais, as composi¢des compreendem, além do um ou mais
PEG(s) outros agentes anti-inflamatérios.

Em modalidades particulares, o hidrogel é um hidrocol6ide de
poliacrilato com uma concentragao entre 0,05-10%, mais particularmente um
hidrocoléide que é pelo menos parcialmente reticulado (opcionalmente com-
pletamente reticulado). Em outras modalidades os hidrocoléides nao sao
reticulados.

Em particular modalidade, o medicamento é para uso topico,
particularmente para uso na pele ou mucosa.

Ainda um outro aspecto da presente invengao refere-se ao uso
das composigdes da presente invengdo como cosmético ou, produtos diete-
ticos. Mais particularmente, os produtos sao aplicados a pele para melhorar
a textura de pele e reduzir a vermelhidao da pele.

LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 mostra a toxicidade de concentragdo variada de
PEG400 em células cultivadas (A: ceratindcitos; B: macréfagos; C: fibroblas-
tos) de acordo com as modalidades particulares da presente invengao.

Figura 2 mostra a influéncia de concentragbes variadas de
PEG400 em expressdo de metaloproteinase através de células cultivadas de
acordo com modalidades particulares da presente invengao.

Figura 3 mostra a influéncia de concentragdes variadas de PEG
na expressao de VEGF através de células cultivadas de acordo com as mo-
dalidades particulares da presente invengao.

Figura 4 mostra a influéncia de derivado de PEG em expressao
de proteina através de células cultivadas (A: expressdo de VEGF através de

fibroblastos; B: expressdo de ProMMP9 através de macréfagos; C: IL-6 ex-
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pressdo através de macrdfagos; D: TGF-betal através de macréfagos) de
acordo com modalidades particulares da presente invengao.

Figura 5 mostra a influéncia de derivado de PEG em expressao
de proteina através de células cultivadas (PBMC) (A: expressao de TNF-alfa;
B: expressdo de TGF-beta1l) de acordo com modalidades particulares da
presente invengao.

Figura 6 mostra a influéncia de PEG400 em uma formulagao de
hidrogel de alginato em secregdo de proteina através de células cultivadas
(A: fibroblastos; B: macréfagos) de acordo com modalidades particulares da
presente invengao.

Figura 7 mostra a influéncia de PEG400 em uma formulagao de
hidrogel de poliacrilato em secrecdo de proteina através de células cultiva-
das de acordo com modalidades particulares da presente invengao.

Figura 8 mostra a influéncia de PEG em uma formulagao de hi-
drogel de carboximetilcelulose em secrecdo de proteina através de células
cultivadas de acordo com modalidades particulares da presente invengao.

Figura 9 mostra a influéncia de PEG400 na expressao de VEGF
através de células endoteliais (SVEC) e células de fibroblasto (3T3) de acor-
do com modalidades particulares da invengao.

Figura 10 mostra a influéncia de PEG400 em combinagao com
outro umectante - propileno glicol - em expressao de VEGF através de célu-
las endoteliais (SVEC) de acordo com as modalidades particulares da inven-
cao.

Figura 11 mostra a influéncia de PEG400 e outro umectante em
expressao de colageno Il através de células de fibroblasto (3T3) de acordo
com modalidades particulares da invengao.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO
Definigoes

O termo polietileno glicol (PEG, Macrogol), € aqui usado para se
referir a um polimero de condensacdo de 6xido de etileno (Mr 62) e dgua
com férmula geral HO-(CH2-CH,-O),-H. Os membros de peso molecular bai-
x0 de n=2 a n=4 sao dietileno glicol (Mr 106), trietileno glicol (Mr 150) e te-
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traetileno glicol (Mr 194) respectivamente, sdo produzidos que como com-
postos puros. Onde apropriado, a abreviagdo (PEG) é usada em combina-
¢do com um sufixo numérico que indica o peso molecular médio de PEG.
Formas diferentes de PEGs sio identificadas de acordo com peso molecular
(baixo: 200-1500; elevado:>1500). Alternativamente, PEGs podem ser divi-
didos de acordo com sua viscosidade resultante, desse modo PEG 200-700
sdo liquidos viscosos. PEG 1500 sdo semi-sélidos com um toque gorduro-
so. PEG >1500 sao sélidos com uma aparéncia tipo cerosa ou de parafina.
As composigdes de PEG fluidas e semi-sélidas sao higroscopicas (umectan-
te), ao mesmo tempo em que as composigdes tipo cera sdo muito menos
higroscopicas (Cooper & Gunn's Dispensing for Pharmaceutical Students,
122 Edigao, Editado por SJ Carter; Pitman medical Publishing Co Ltd.; Mar-
tindale, The extra Pharmacopoeia, 282 edigdo, Editada por J. E. F. Reynolds,
Pharmaceutical Press, Londres). Uma forma de PEG ou uma espécie de
PEG é um PEG ou derivado de PEG com um peso molecular médio especi-
ficado.

O termo "derivado de PEG", como usado aqui, refere-se ao PEG
R que € modificado pela adigdo de um ou mais grupos alquila C1-Cg de ca-
deia linear ou ramificada. Um PEG funcionalizado ou derivado de PEG é um
PEG ou derivado de PEG (outro) substituido com um ou mais grupos sele-
cionados do grupo que consiste em acido (acido carbénico, acido sulfénico),
aldeido, CN, OH, OU, SH, SR, NH> ou NHR, em que R = cadeia de C; a Ca.

O termo "alginatos", como usado aqui refere-se aos alginatos
farmaceuticamente aceitéveis, tais como acido alginico e alginatos cationi-
cos tais como alginatos de célcio, sddio, potassio e aménio.

O termo "tépico" no contexto de métodos de aplicagao e compo-
sicdes do presente pedido refere-se a aplicagdo (ou conveniéncia para apli-
cagao) a superficie de uma parte do corpo, mais especificamente aplicagéao
a pele, unhas ou cabelos, ou membranas mucosas tais como, porém nao
limitadas a, orelha, nariz, vagina, reto, garganta ou olho (por exemplo, reti-
na), incluindo por¢des danificadas destas.

O termo "dérmico" como usado aqui no contexto de métodos de
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aplicagéo ou composicdes refere-se a aplicagédo a pele.

O termo "hidrogel" é um termo geral relativo a um ou mais poli-
meros naturais ou sintéticos que sdo de modo coloidal dispersos em agua
(Martin e outros em Physical Pharmacy, 2% ed. (1960), Lea & Febiger-
Philadelphia).

O termo "inflamagédo" como usado aqui geralmente refere-se ao
acumulo local de fluido, proteinas de plasma, e mastdcitos, que é iniciado
por leséo fisica, infecgdo, ou uma resposta imune local. Isto também é co-
nhecido como uma resposta inflamatéria. A inflamagao aguda é o termo u-
sado para descrever episddios iniciais e frequentemente transitérios, ao
mesmo tempo em que a inflamag&o cronica ocorre, quando a infecgao per-
siste ou durante a resposta auto-imune. Muitas formas diferentes de inflama-
¢cao sao vistas em doencgas diferentes. As células que invadem tecidos que
sofrem respostas inflamatérias sdo frequentemente chamadas células infla-
matdrias ou um infiltrado inflamatério [ImmunoBiology, the immune system in
health and disease, Janeway & Travers, 3 edigdo (1997), Churchill- Livings-
tone/Current Biology Limited/Garland Publishing Inc). A inflamagao é tipica-
mente associada a produgdo de citocinas pré-inflamatdérias tais como TNFa,
IL-1, MMPs etc.

O termo "doenga de pele inflamatdria" como usado aqui refere-
se a uma reagao inflamatdria na pele a um irritante frequentemente caracte-
rizado internamente por acumulo local de fluido, proteinas de plasma, e mas-
tocitos e externamente por vermelhidio da pele, densidades e produgdo de
calor. Os disturbios inflamatérios da pele incluem porém nao estao limitados
a eczema, acne, rosacea e muitos outros incluindo psoriase, urticarias, der-
matite de contato (tal como dermatite ocupacional) e sumagre venenoso.

O termo "cicatrizagdo de ferimento" como usado aqui refere-se a
redugdo em severidade e/ou tamanho de ferimentos superficiais (lesdo so-
mente para estrato corneo e/ou epiderme; por exemplo, queimadura de sol),
ambos os ferimentos de espessuras parciais (lesdo somente para a epider-
me e derme superficial, sem dano para os vasos sanguineos) e espessuras
completas (perda de derme, vasos sanguineos dérmicos afetados), como
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também ferimentos internos.

Uma "solugéo" como usado aqui refere-se a uma mistura de dois
ou mais componentes que formam uma dispersdo molecular homogénea,
isto é, um sistema de uma fase (Martin e outros, em Physical Pharmacy, 2°
ed., pagina 144 Lea & Febiger - Filadélfia).

O termo "umectante" como usado aqui refere-se a uma substan-
cia higroscépica. Os exemplos desta sao glicerol, propileno glicol e triacetato
de glicerila. Outros tipos de umectante séo polidis tais como sorbitol, xilitol e
maltitol, e polidis poliméricos tais como polidextrose, e extratos naturais tais
como quilaia, acido latico e uréia. Ele inclui PEG, que como um resultado de -
suas propriedades higroscopicas é considerado um umectante.

A invengao fornece composi¢gdes que compreendem concentra-
¢Oes baixas de uma ou mais formas de PEG deste que tém um efeito tera-
péutico e/ou benéfico, mais particularmente para o tratamento e/ou redugao
de inflamag&do. Mais particularmente, a invengdo fornece composigbes para
administragao tdpica, por meio da qual a presenga de PEG em baixas con-
centragdes reduz e/ou ajuda na redugdo de inflamagao e/ou promove reparo
de pele e previne e/ou reduz a formagéo de cicatriz, e/ou aumenta a cicatri-
zagao de ferimento e/ou promove o reparo de ferimento. Em modalidades
particulares, a invencgao fornece composigdes para a redugdo de inflamagéo
ou para ajudar na redugao de inflamag&o e/ou para a promogao de reparo de
pele e para prevenir e/ou reduzir formacgao de cicatriz e/ou para o tratamento
de ferimentos e/ou para a promogéo de reparo de ferimento, em que PEG é
um ingrediente ativo, mais particularmente o unico ou o principal ingrediente
farmaceuticamente ativo na composicdo que tem uma atividade anti-
inflamatdria direta. Em modalidades alternativas, as composi¢gdes da presen-
te invengdo contém, além de PEG um ou mais outros ingredientes ativos,
tais como, porém nao limitados a ingredientes que tém um efeito de anti-
inflamatério direto. No contexto da presente invengao, os ingredientes consi-
derados como tendo um efeito anti-inflamatério direto sdo composigdes co-
nhecidas como moléculas anti-inflamatérias tais como esteréides, mais parti-
cularmente glicocorticéides (que reduzem inflamacéo ligando-se aos recep-
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tores de cortisol) ou farmacos anti-inflamatérios nédo-esteroidais (NSAIDs),
que interagem com a enzima ciclooxigenase (COX), reduzindo a produgao
de prostaglandinas responsdveis pela inflamagao (tal como ibuprofeno e na-
proxeno). Outros farmacos com propriedades anti-inflamatérias incluem he-
lenalina.

As composicdes da presente invengdo sdo caracterizadas pelo
fato de que as baixas concentragdes de PEG presente garantem um efeito
anti-inflamatério na pele ou mucosa. Tais composigdes podem também
compreender outros ingredientes ativos tais como protetores solares (por
exemplo, compostos de absorgdo de UV com base em acido benzdico, com-
postos de absorcdo de UV com base em &cido antranilico, compostos de
absor¢do de UV com base em &cido salicilico, compostos de absorgao de
UV com base em &acido cindmico, compostos de absorgdao de UV com base
em benzofenona). Em algumas modalidades, a composi¢éo pode conter 0s
agentes de aquecimento (por exemplo, capsaicina ou mentol) ou ingredien-
tes antimicrobianos (agentes antibiéticos, antifingicos ou antivirais). Em mo-
dalidades alternativas, PEG é o ingrediente ativo principal (tais composigoes
podem também compreender agentes antimicrobianos de inibicédo de cres-
cimento, etc.). Em outras modalidades alternativas, PEG & o unico ingredien-
te ativo presente na composi¢do, mais particularmente ndo compreende a-
gentes de aquecimento e/ou outros ingredientes ativos.

O efeito terapéutico de PEG no tratamento de inflamagéo (t6pi-
co) ou cicatrizagdo de ferimento, mais particularmente quando usado em
baixas concentragoes, nao foi ainda reportado. Desse modo, a presente in-
vengao refere-se ao uso de composigdes compreendendo baixas concentra-
¢oes de PEG, em aplicagdes as quais eles nao foram previamente conside-
rados, mais particularmente para a redugdo ou ajuda na reducgéo de inflama-
¢&o e/ou para promover reparo de pele e reduzir a formagéo de cicatriz, e/ou
para tratamento de ferimentos, por exemplo, na cicatrizagéo de ferimento.

As composicdes da presente invengdo que compreende PEG
como um ingrediente ativo ou como essencialmente o Unico ingrediente ativo

para o tratamento tdpico de cicatrizagao de inflamagéo e/ou ferimento, pode
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também opcionalmente conter ingredientes ativos que ndo diretamente afe-
tam a cicatrizagdo de inflamagdo ou ferimento. Adicionalmente ou alternati-
vamente, as composigdes também podem conter aditivos tais como tam-
poes, sais, preservativos, perfumes, lubrificantes e outros compostos usados
na fabricagcao de cosméticas e unguentos. E demonstrado aqui que as com-
posi¢des que compreendem PEG (e, opcionalmente, nenhum outro compos-
to anti-inflamatério) podem ser usadas para reduzir a inflamagéo e promover
a cicatrizagdo de ferimento. Alternativamente, PEG pode ser usado junto
com outros agentes anti-inflamatérios para obter um efeito aditivo. Conse-
quentemente, em modalidades particulares, as composi¢des sdo fornecidas
aqui as quais, além de PEG compreendem somente compostos ou aditivos
que nao tém nenhum efeito anti-inflamatério ou curativo de ferimento (ou que
estdo presentes em concentracbes que sdo muito baixas (ou muito altas)
para ter um efeito anti-inflamatério ou curativo de ferimento) para uso no tra-
tamento de ferimentos e doengas inflamatérias de pele e/ou mucosas. Alter-
nativamente, as composi¢cdes sdo fornecidas as quais, além de PEG com-
preendem outros ingredientes ativos, tais como ingredientes anti-inflama-
torios. . '

De acordo com modalidades particulares, a uma ou mais formas
de PEG ou espécies de PEG que sdo usadas nos métodos e composi¢gdes
da presente invengdo tém um peso molecular (Mr) variando de 200 a 1500,
tal como, porém néo limitado, PEG 200, 300, 400, 600, 800, 1000 e 1500.
Os PEGs de Pm baixo sdo considerados devido as suas caracteristicas fisi-
coquimicas que permitem manipulagdo facil. Em modalidades particulares
uma ou mais formas de PEG com um peso molecular dentro da faixa de 200
a 700 Pm sao usadas.

Em outras modalidades de composi¢des descritas aqui, uma ou
mais formas de PEG de um peso molecular entre 1540 e 35000 sdo conside-
radas. Mais particularmente, devido a higroscopicidade limitada dos PEGs
cerosos-sélidos, o efeito osmético nas células é reduzido, resultando em to-
xicidade reduzida.

PEG em composi¢des da presente invengédo pode ser homogé-
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neo (isto €, compreendendo somente uma forma de PEG) ou pode ser uma
mistura de rela¢des variadas de uma ou mais formas de PEGs. Tipicamente,
de acordo com a presente invengdo, a concentragao total de todas as formas
diferentes de PEG presente na composigdo esta entre 0,1% a 10% (pe-
so/peso).

As concentragdes de PEG consideradas nas composigoes e mé-
todos da presente invengdo variam de cerca de 0,1% a 10% (peso/peso),
particularmente de 0,3% a 6% (peso/peso), mais particularmente de 1-5%
(peso/peso), particularmente entre 1-3% (peso/peso). Em modalidades par-
ticulares a concentragao (total) de PEG é 1, 2, 3, 4 ou 5% (peso/peso). Mais
particularmente, a concentra¢do de PEG considerada em hidrogéis de acor-
do com a inveng¢do é mais baixa do que a concentragdo de PEG usada em
PEG-hidrogéis, onde PEG age como agente umectante.

O PEG(s) considerado no contexto da presente invengéo inclui
ambas as formas de PEG inalteradas que tém uma estrutura com a férmuia
geral HO-(CH2-CH>-O),-H como indicado acima. Adicionalmente ou alterna-
tivamente uma ou mais formas de PEG usadas em composi¢cdes ou métodos
da presente invengao podem compreender um ou mais derivados de PEG,
mais particularmente PEG(s) substituido(s) em uma ou mais posi¢des por
uma ou mais modificagdes que sao substituintes de alquila e/ou substituintes
funcionais. Uma lista nao limitando exemplos destes compreende diacido de
PEG 600, mono etiléter de PEG 250 (MME) e dimetiléter de PEG 350
(DME).

Um aspecto da invengao refere-se as composi¢oes farmacéuti-
cas que compreendem PEG em uma concentragdo de 0,1% a 10% (pe-
so/peso), particularmente entre 0,3 e 6%, e mais particularmente entre 1 e
3% (peso/peso) formuladas em uma solugdo aquosa, um hidrogel ou com-
posicdo compreendendo hidrogel. Tais composi¢gdes sdo particularmente
adequadas para administragao tépica. As composi¢des de hidrogel adequa-
das para administragéo topica sao conhecidas por pessoas versadas. Como
indicado acima, os hidrogéis tipicamente contém uma rede de cadeias de

polimero naturais ou sintéticos dispersas em agua. Os hidrogéis sao geral-
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mente usados para reter ou absorver umidade ou agua. Os hidrogéis particu-
larmente adequados no contexto da presente invengao sao preparados com
hidrocol6ides tais como alginatos, carbémeros (acidos poliacrilicos) (tais co-
mo, carbopol), celulose e derivados destes tais como celulose de carboxime-
tila (CMC), etc..

Outro hidrocoléides adequados sdo alumina, betonita, amido,
glicogénio, gelatina, pectina, quitosana, quitina, goma arabica, goma de fei-
jao alfaborreira, goma caraia, goma de tragacanto, goma de ghatti, agar-
agar, carrageninas, goma de alfarroba, goma guar, goma xantam, polimeta-
crilato de glicerila, povidona, poloxamero (IUPAC:2 - metiloxirano; oxirano);
silicatos de dioxido de silicio/[Aluminio-Magnésio].

De acordo com modalidades particulares, a viscosidade do hi-
drogel das composi¢bes € considerada ser apropriada para aplicagdo na
pele. Descobriu-se que a concentragédo do hidrocoldide no hidrogel também
tem um efeito na atividade terapéutica curativa de ferimento. A viscosidade
de um hidrogel difere dependendo fortemente do tipo de coléide usado. Os
hidrogéis particularmente adequados para uso no contexto da presente in-
vengdo sdo hidrogeis que tém uma viscosidade entre 4 e 4.000.000 mPa.s
(dgua = 1 mPa.s). Tipicamente, a viscosidade considerada é menor do que
450.000 mPa.s. Uma modalidade particular da invengao refere-se a hidro-
géis que tém uma viscosidade dentre 2000 - 300.000 mPa.s. Dependendo
da aplicagéo e da natureza do hidrocoléide, os hidrogéis com uma viscosi-
dade diferente podem ser usados. Por exemplo, em sprays, um hidrogel com
uma viscosidade entre 2000 - 6000, mais particularmente entre 3000 e 5500
€ usado, ao mesmo tempo em que para géis para aplicagdo manual com
base em, por exemplo, um hidrocoléide de carbopol, um hidrogel com uma
viscosidade entre 20.000 e 50.000 é tipicamente usado.

Em modalidades particulares da invengéo, os hidrocoléides do
hidrogel presentes em composigdes de acordo com a invengdo sdo pelo
menos parcialmente reticulados, por exemplo, com éteres de alila de pentae-
ritritol (carbopol® 974P NF ou Carbopo!® 980 NF). Em modalidades particula-

res os hidrocoldides ndo sao reticulados entre si ou com uma matriz (por
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exemplo, celulose ou algodao) no hidrogel.

Em modalidades particulares as composigdes que sdo conside-
radas sdo solugdes aquosas que compreendem uma ou mais formas de
PEG, mais particularmente PEG de Mr baixo em uma concentragdo de 0,1%
a 10% (peso/peso), particularmente entre 0,3 e 6%. As solugdes aquosas
consideradas sé@o solugdes fisioldgicas opcionalmente compreendendo um
tampao.

O hidrogel ou composi¢cao aquosa que compreende PEG para o
tratamento de cicatrizacdo de ferimento de acordo com a presente invengao
pode ser embalado como um-tubo, garrafa ou um recipiente descartavel.
Alternativamente é considerado que as solugdes aquosas ou composigoes
de hidrogel sao fornecidas em ou dentro de uma gaze ou tecido ou forneci-
das em um tubo de jarro ou em recipiente spray para pulverizar o hidrogel ou
solugao aquosa na pele.

Aqui, na se¢ao de Exemplos, é demonstrado que uma composi-
¢ao que compreende PEG, especialmente PEG de Mr baixo, isto é, de Mr
1500 ou menos, mais particularmente um Mr de 700 ou menos, quando pre-
sente em baixas concentragdes, isto é, tipicamente abaixo de 10% (pe-
so/peso) e particularmente entre 1 e 3% (peso/peso) tem uma influéncia na
expressao de certas proteinas que sao benéficas para a redugao de inflama-
¢éo e na cicatrizagdo de ferimento. Consequentemente, a presente invengéo
fornece o uso de PEG como um ingrediente ativo de uma composigéo topica
para a redugdo ou ajuda na reducéo de inflamagéo e/ou para reduzir ou pre-
venir cicatriz. Mais particularmente, a invengao fornece o uso de PEG como
um ingrediente ativo na fabricagdo de um medicamento tépico por tratar in-
flamagéo e/ou cicatrizagao de ferido. Consequentemente, as composigcdes
sao fornecidas compreendendo 0,1-10% (peso/peso), particularmente 0,3 -
6% (peso/peso), e mais particularmente entre 1 e 3 (peso/peso) de PEG,
correspondendo a uma ou mais formas de PEG dentre 200 e 700 Pm que
sdo particularmente adequadas para o tratamento de disturbios inflamatorios
de pele e mucosas.

De acordo com modalidades particulares, as composicdes da
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presente invengédo sdo topicamente aplicadas & pele ou mucosa (incluindo
nariz e orelha), que sado afetados pela inflamag&o. A inflamagéo destes teci-
dos € caracterizada pelo seguinte quinteto: vermelhiddo (rubor), alta tempe-
ratura (calor), inchago (tumor), incémodo (dor) e quando aplicavel, disfungéo
orgénica dos 6rgdos envolvidos (functio laesa).

Os disturbios inflamatérios de pele tipicos considerados no con-
texto da presente invengdo sdo eczema, acne, rosadcea e muitos outros in-
cluindo psoriase, urticarias, dermatite de contato (tal como dermatite ocupa-
cional) e sumagre venenoso. Eczema, também conhecido como dermatite
atopica, faz com que a pele fique seca, sarnenta e inflamada. As doengas
inflamatoérias da mucosa incluem, porém ndo estdo limitadas as doengas
inflamatdrias dos seios nasais e paranasais, doengas da orelha inflamatérias
cronicas, tais como otite média crdnica.

Como detalhado acima, as modalidades particulares da inven-
¢ao consideram a combinagéo de PEG e outros ingredientes ativos, tais co-
mo protetores solares ou agentes de aquecimento. Em modalidades particu-
lares, entretantd as composigdes ndo compreendem os agentes irritantes
tais como aqueles tipicamente encontrados em medicamentos topicos tais
como materiais de aquecimento (por exemplo, capsaicina ou mentol) e/ou
protetores solar (por exemplo, compostos de absor¢gdo de UV com base em
acido benzéico, compostos de absorgdo de UV com base em &cido antranili-
co, compostos de absor¢gdo de UV com base em acido salicilico, compostos
de absorgdo de UV com base em &cido cindmico, compostos de absorgéo
de UV com base em benzofenona). As composi¢gbes de acordo com este
aspecto da invengao evitam a irritagao da pele durante a cura.

De acordo com modalidades particulares, a composigdo da pre-
sente invengao € topicamente aplicada a um ferimento. Os ferimentos tipicos
considerados na presente invengdo sdo ambos ferimentos abertos e fecha-
dos, incluindo ferimentos cronicos tipo Ulceras da perna cronicas, Ulceras
diabéticas, uicera de decubito, ferimentos agudos (tais como, cortes de faca,
arranhadura), que se beneficiariam de promogao de cicatrizagao de ferimen-

to, ferimentos que séo dificeis de curar tal como, porém nao limitadas aos
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ferimentos infectados, ferimentos de queimadura (de graus diferentes) inclu-
indo queimadura de sol, ferimentos pés-operativos, transplantes de pele e
ferimentos traumatoldgicos.

A presente invencdo fornece composi¢cbes que compreendem
0,1-10%, particularmente 0,3-6% (peso/peso) de PEG, e mais particularmen-
te entre 0,5 e 3% (peso/peso), particularmente entre 0,5 e 2% (peso/peso) e
que sao particularmente adequadas para uso durante o estagio inicial de
cicatrizagdo de ferimento quando uma redugdo na metaloproteinases de ma-
triz (MMPs) pode prevenir a ruptura de matrizes recentemente geradas nos
ferimentos. As composi¢oes farmacéuticas da presente invengdo também -
sao adequadas para o tratamento de cicatrizes, onde a composigao é apli-
cada nos estagios posteriores de cicatrizagéo de ferimento.

Um aspecto adicional da presente inveng¢ao fornece métodos
para o tratamento tépico de inflamagao e/ou de ferimentos e/ou a promogéo
de reparo de pele e/ou reparo de ferimento e/ou prevengao de formagao de
cicatriz e cura, cujos métodos compreendem a etapa de aplicar as composi-
¢Oes da presente invengdo que compreendem um ou mais PEGM em uma
concentragao de 0,3-10% topicamente, a um paciente em necessidade des-
ta.

Como detalhado acima, o tratamento de tipos diferentes de feri-
mentos e disturbios inflamatdrios de pele ou mucosa séo considerados para
as composi¢des da presente invencao. Os ferimentos sao tipicamente carac-
terizados como qualquer ferimento necrético seco, ferimentos fibrinosos ma-
cios (com escara) e ferimentos com granulagao/epitelializagdo. Dependendo
da natureza do leito do ferimento, isto é, a quantidade de exsudato formado,
da contaminagdo bacteriana etc., a frequéncia de aplicagdo das composi-
¢Oes da presente invengao pode diferir. Similarmente, dependendo da natu-
reza e severidade da condigcéo inflamatéria da pele ou mucosa, a frequéncia
de aplicagdo das composicbes da presente invengéo pode diferir.

A presente invengédo considera aplicagdo repetida das composi-
¢oes da presente invengdo onde apropriado, uma vez a cada 5 dias, mais

particularmente entre uma vez a cada 24 h e uma vez a cada 72 h. Alternati-
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vamente, a aplicagao é considerada uma vez a cada 12 h, ou uma vez a ca-
da 4 h, ou uma vez a cada 2 h. Alternativamente, as presentes composi¢des
podem ser consideradas para uso (nico. As composi¢bes da presente in-
vengdo podem ser embaladas em tubos de 10 g para uso Unico ou em tubos
de, por exemplo, 30-500 g para uso multiplo, ou em sprays para uso Unico
ou mdltiplo. Independente disto, tipos diferentes de embalagem sao conside-
rados incluindo tubos, sprays (boca, pele ou orelha), garrafas, dispositivos
de rolo, bast6es, supositérios ou dispositivos vaginais, gotas otoldgicas, coli-
rio, etc.

Adicionalmente ou alternativamente, composi¢gdes consideradas
na presente invengdo sdo aplicadas a area do ferimento e/ou a area da in-
flamacao desse modo evitando ou reduzindo a probabilidade de formagao de
cCicatriz.

As composicdes consideradas na presente invengao sao tipica-
mente aplicadas como curativo de ferimento, mais particularmente como hi-
drogéis ou solugdes aquosas.

Os hidrogéis ou hidrogel que compreendem as composi¢gdes da
presente invengdo tém as seguintes vantagens no contexto de cicatrizagao
de ferimento:

- eles criam um ambiente de ferimento umido

- eles ndo aderem agressivamente ao ferimento, séo facilmente
removidos.

- eles tém uma atividade de purificagdo (promovendo-se debri-
damento autolitico)

- eles tém um efeito calmante pelo efeito refrescante da agua no
hidrogel

- eles tém um efeito de absorgdo de umidade (pela dilatagdo do
gel, que previne as bordas de pele saudavel de tornarem-se moles devido ao
encharcamento).

Os ferimentos curam melhor quando eles sdo mantidos umidos.
As células de pele que garantem o processo curativo crescem rapidamente e
a cicatrizar é reduzida. Em alguns ferimentos de pele, a pele fica t3o seca
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que a curando estagna ou para. Isto pode fazer com que o ferimento se tor-
ne maior e/ou mais profundo. Adicionando-se umidade externamente, as
células de pele podem recuperar sua atividade curativa.

As composig¢des da presente invengao sao opcionalmente cober-
tas por uma gaze ou fornecidas como uma gaze impregnada. A presenga
dos hidrogéis ou solugdes aquosas da presente invengdo reduz a frequéncia
com que a gaze precisa ser mudada, e é benéfico ao usuéario, desse modo
facilitando o cuidado com o ferimento ou pele. A cicatrizagdo melhorada be-
neficia o reparo de pele e/ou ferimento.

Um outro aspecto da presente invengédo refere-se ao uso de
composi¢oes que compreendem PEG como descrito aqui in vitro e in vivo na
manipulagdo de preparagdes de pele artificial. Devido ao efeito de PEG em
expressdo de VEGF, colageno e citocinas inflamatdrias, as composigdes sao
Uteis na produgéo para a geragéo e/ou manutengéo de pele artificial in vitro e
no cuidado de enxertos de pele in vivo.

A presente invengao € ilustrada por, porém nao pretendida ser
limitada no escopo dos seguintes exemplos.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Toxicidade de PEG em células cultivadas

As células foram crescidas em DMEM (fibroblastos de 3T3 e ce-
ratinécitos de HaCat) ou em RPMI1640 (macréfagos J774). Ambos meios
foram suplementados com 10% de Soro de Bezerro Fetal inativado por calor
(Sigma), 2 mM de L-glutamina (Sigma) e antibiéticos (Sigma). As células
foram semeadas subconfluentes em placas de 96 cavidades e contatadas
durante cerca de 16 horas com compostos de teste de PEG que foram dis-
solvidos em meios de crescimento (expressos como peso/peso de concen-
tragoes finais). A sobrevivéncia da célula foi ensaiada pela converséo de sal
de tetrazdlio soluvel em um formazan de cor rosa e insoluvel (absorcdo me-
dida em 570nm). PEG foram adquiridos de Sigma e sdo da Farmacopéia
Européia ou grau USP.

As células foram incubadas durante a noite com concentragbes
variadas de PEG 400 (0,31-10% peso/peso). De 5% em diante, PEG tem um
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efeito citotoxico em células cultivadas in vitro, especialmente em ceratinéci-
tos (figura 1A) e em macréfago (figura 1B), e em menor grau em fibroblastos
(figura 1C). As concentragdes abaixo de 5% nao tém nenhum efeito prejudi-
cial em quaisquer dos tipos de célula ensaiados.

Exemplo 2: Influéncia de PEG em expressao de MMP

As células de macréfago foram pré-condicionadas durante 30
minutos com concentragbes variadas de PEG400 (0,31-10% em peso/peso)
e em seguida desafiadas com as bactérias de E. coli inativadas por calor.
Em seguida, as células foram também incubadas durante a noite. O sobre-
nadante de células foi-analisado para proMMP-9 de acordo com as indica-
¢Oes do fabricante (R&D systems, Abingdon, UK).

Figura 2 mostra que a secreg¢dao de proMMP9 pela linhagem de
célula de macréfago J774 foi significantemente reduzido com concentragéao
de PEG 400 de cerca de até aproximadamente 1% (peso/peso).

MMPs (metaloproteinases de matriz) sdo proteinases extracelu-
lares que rompem colagenos. Embora eles sejam necessarios durante a ci-
catrizacdo de ferimento de estagio tardio, uma quantidade aumentada de
MMPs em ferimentos cronicos ou durante os estagios iniciais de cicatrizagao
de ferimento € prejudicial, uma vez que eles rompem a matriz recentemente
gerada. Consequentemente, a modulagao de expressao de MMP é desejada
especialmente na cicatrizagao de ferimento crdnico.

Exemplo 3: Influéncia de PEG em expressao de VEGF.

As células de fibroblastos foram incubadas durante a noite com
concentracao variada de PEG 400 (0,31-10% em peso/peso). A expressao
de VEGF foi ensaiada por ELISA (R&D Sytems, Abingdon, UK).

Figura 3 mostra que a expressao de VEGF aumenta em concen-
tragdes de PEG400 entre 2% e 10% com um maximo em 5%.

VEGF é um citocina com um papel importante durante a cicatri-
zagao de ferimento inicial, estimulando-se a angiogénese. Ao estimular com
VEGF, os ferimentos produzem tecido de granulagdo mais facilmente. Con-
sequentemente, a super-regulagdo de VEGF é desejavel na cicatrizagéo de

ferimento.
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Exemplo 4: Influéncia de derivados de PEG em expressio de citocina.

As células foram incubadas durante a noite com concentra¢des
variadas de um derivado de PEG. Figura 4A mostra que a expressao de
VEGF em células de fibroblasto nao-inflamatérias 3T3 é influenciada por
quantidades crescentes de didcido de PEG 600 (0,078-0,625% em pe-
so/peso). Figura 4B mostra que a expressdo de pr6-MMP9 em células de
J774 (desafiadas bactérias de E. coli inativadas por calor apés pré-incuba-
¢ao durante 30 minutos) é reduzida sob incubagdo com diacido de PEG600
ou PEG 250 DME. Como pode ser visto na figura, ambos os derivados de
PEG diminuem a expressao da proteina a pré-inflamatéria pro-MMP9.

Figura 4C mostra a influéncia de derivados de PEG na expres-
séo da IL-6 de citocina pré-inflamatéria por células de macréfago J774 apés
estimulagéo por uma suspensao de bactéria de E.coli inativada por calor. As
células foram cultivadas com ou sem PEG (didcido de PEG600). A expres-
s80 de IL-6 é reduzida em cerca de 30% quando PEG é adicionado.

Figura 4d mostra a influéncia de derivados de PEG (diacido de
PEG 600, PEG350 MME e PEG250 DME) na expressdo do citocina anti-
inflamatéria TGF-betat.

Os derivados de PEG ligeiramente aumentam a expressao de
TGF-beta 1 em células de macréfago J774, em uma concentragdo depen-
dente do modo. O efeito € moderado, porém fornece evidéncia que os deri-
vados de PEG ndo diminuem a expressao de todas as citocinas em macré-
fago. A expressao diminuida do pro-MMP9 vista em experiéncias prévias
nao pode ser atribuida a uma diminuigcao geral na expressao de proteina sob
adicao de PEG.

Exemplo 5: Influéncia de peso molecular de PEG e derivados de PEG
em PBMCs humanos (células mononucleares do sangue periférico).

PBMCs foram isolados de camadas leucocitarias através de cen-
trifugagao de Ficoll-Paque de acordo com o protocolo dos fabricantes (Sig-
ma). A seguir, as células foram lavadas duas vezes com PBS/1 mM de ED-
TA para remover plaquetas. Apds incubacgdo durante a noite a 37°C, 5% de

CO,, células nao-aderentes foram removidas e as células foram permitidas
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crescer durante um adicional de 21 dias em meio de crescimento (glicose
elevada de DMEM, 10% de FCS, 4 mM de L-glutamina, antibiéticos). Neste
momento, as células ficam aderentes aos copos das cavidades e tém uma
morfologia distinta.

PEG e derivados de PEG foram dissolvidos em meio de cresci-
mento em concentragdes indicadas (peso/peso). As células foram permitidas
crescer durante 30 minutos em PEG compreendendo meio (pré-condicio-
namento) antes que 100 ng/ml de LPS (Lipopolissacarideo) fossem adicio-
nados. As células foram incubadas durante um adicional de 16 horas. Poste-
riormente, o sobrenadante foi coletado e analisado quanto as citocinas indi-
cadas (R&D Systems, Abingdon, UK). Os resultados sdao médias de duas
experiéncias independentes e sdo indicados como porcentagem comparado
ao controle.

O uso de 2,5% de PEG de tipos diferentes de PEG (Mr e deriva-
dos) reduziu a secregdo de TNF alfa pré-inflamatéria em PBMCs apés esti-
mulagdo com LPS (figura 5a). A citocina anti-inflamatéria TGF beta 1 foi cla-
ramente super-regulada por PEGs e derivados de PEG.

Exemplo 6: Efeito de PEG400 em expresséo de proteina na presenca de
excipientes farmacéuticos.

Os macréfagos de J774 foram pré-condicionados durante 30
minutos com os géis e foram entdo desafiados com 100 ng/ml de LPS. As
células 3T3 nao foram desafiadas com bactérias. Em seguida, as células de
macréfago de murino J774 e de fibroblasto de murino 3T3 foram incubadas
com os géis durante 16 horas a 37°C, 5% de CO.. A seguir, o meio foi cole-
tado, centrifugado em 14.000 rpm durante 20 minutos para remover o mate-
rial particulado e foi ensaiado para as proteinas segregadas indicadas. Os
resultados sdo a média de duas experiéncias independentes e sao expres-
s0s como porcentagens da experiéncia de controle.

A: Gel de Na*-Ca** alginato

Um hidrogel foi feito dissolvendo 2 g de Kelset (Na*-Ca™ algina-
to) e 5 g de PEG400 em um volume final de 100 ml de meio de crescimento
[DMEM glicose elevada, 10% de FCS, 4 mM de L-Glutamina, antibiéticos].
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Esta mistura foi também diluida com um adicional de 100 ml de meio de
crescimento para reduzir a viscosidade das solugdes. A concentragao final
de PEG400 foi 2,5%.

Uma solugao similar sem PEG400 foi usada como controle.

Figura 6A mostra que a expressdo de IL-6 em células 3T3 foi
diminuida, considerando que a expressdao do VEGF de fator de crescimento
foi ligeiramente aumentada pelo hidrogel que conteve 2,5% de PEG400.

Figura 6B mostra que a secregdo tanto das citocinas pro-
inflamatoérias IL-6 quanto pro-MMP9 foi reduzida em células J774 por PEG.
B: Gel de poliacrilato

Um hidrogel foi feito dissolvendo-se 1g de Carbopol (poliacrila-
to), 5g de PEG400, 2,1g de Arginina e 3g de PCL (octanoato de cetearila)
em um volume total de 100 ml de meio de crescimento [DMEM (glicose ele-
vada), 10% de FCS, 4mM de L-glutamina, antibiéticos]. Esta mistura foi tam-
bém diluida com um adicional de 100 ml de meio de crescimento para redu-
zir a viscosidade das solugdes. As culturas de macréfago de murino J774
foram usadas. A concentragao final de PEG400 em contato com as células
foi 2,5%. Uma solugao similar sem PEG400 foi usada como controle.

Figura 7 mostra que a expressao tanto das pré-inflamatoérias IL-6
quanto de pro-MMP9 foi reduzida apds contatar as células com um hidrogel
contendo PEG.

C: Gel de carboximetilcelulose

Um hidrogel foi feito dissolvendo-se 3g de CMC (Na*-carboxime-
tilcelulose), e 59 de PEG400 em um volume final de 100 ml de meio de cres-
cimento [DMEM (glicose elevada), 10% de FCS/4mM de L-glutamina, antibi-
oticos]. Esta mistura foi também diluida com um adicional de 100 ml de meio
de crescimento para reduzir a viscosidade das solugoes. As culturas de ma-
créfagos de murino J774 foram usadas. A concentragao final de PEG400 foi
2,5%. Uma solugdo similar sem PEG400 foi usada como controle.

Figura 8 mostra que a expressao das citocinas IL-6 foi claramen-
te reduzida ap6s as células terem sido desafiadas com 100ng/ml de LPS,
considerando que a expressao de pro-MMP9 foi menos reduzida apos conta-
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tar as células com um hidrogel contendo PEG.

A comparagdo dos resultados de B ¢ C mostra que o "veiculo"
(carbopol versus CMC) também tem uma influéncia sobre as proteinas se-
gregadas (expressadas) por células J774. Ndo obstante, em toda condigao
PEG400 diminui a expressao das proteinas pré-inflamatérias.

Os exemplos acima demonstram que PEG400 modula a expres-
sdo de varias proteinas (em particular, MMP, citocinas inflamatérias) que
tém um papel na cicatrizagdo de ferimento. A redugdo dos niveis de metalo-
proteinases de matriz em ferimentos cronicos restabelece a deposi¢cao de
colageno e reduz a destruicdo de colageno. Isto, por sua vez, promove a
geracgao de um leito de granulagdo ideal. VEGF no leito de ferimento estimu-
la as células endoteliais @ aumenta a angiogénese, resultando em fluxo de
sangue aumentado para o sitio do dano. Embora PEG400 seja citotéxico de
concentragdes de cerca de 5% (peso/peso) em diante, ha uma janela tera-
péutica (entre cerca de 0,3 e 6% de PEG (peso/peso)) e particularmente en-
tre 1 e 3% (peso/peso) de PEG400 em que um efeito benéfico de PEG400 é
notado. '

Exemplo 7: Efeito de PEG400 em VEGF e expressido de proteina de Co-
lageno lil.
VEGFE

A expressdo de VEGF em administragdo de PEG e/ou outros
umectantes foi investigada em células endoteliais vasculares (SVEC) e em
células de fibroblasto (3T3). O papel benéfico de expressdo de VEGF na
cicatrizagédo de ferimentos isquémicos é descrito em Corrall e outros (1999)
Arch. Surg. 134, 200-205.

A administragado de 4% de PEG 400, 4% de propileno glicol e 4%
de glicerol a estas células, mostra que a expressao mais elevada de VEGF
foi obtida com PEG e que a diferenga em expressdo de VEGF entre células
endoteliais e fibroblastos é mais proeminente com PEG400 (veja figura 9).

Figura 10 mostra que as formulagdes combinadas de PEG400
com propileno glicol t¢m um efeito menor em expressdao de VEGF do que as

composi¢cdes que compreendem PEG400 somente.
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Colédgeno

A expressao tipo Ill de colageno é aumentada durante a fase
inicial de cicatrizagdo de ferimento no tecido de granulagdo (Haukiporo e
outros (1987) Ann. Surg. 206, 752-756). Os ferimentos crénicos sédo caracte-
rizados por atividade de colagenase elevada e degradagdo de colageno
consequente. O uso de compostos de indugdo de colageno é consequente-
mente benéfico tanto na cicatrizagdo de ferimento inicial quanto no tratamen-
to de ferimentos crénicos. Além disso, o aumento em componentes de tecido
de granulagé@o é benéfico para uma cicatrizagdo mais rapida do ferimento,
que reduz o risco de complicagdes que resultam em formagéao de cicatriz.

Em comparagdo da administragdo de 4% de PEG 400, 4% de
propileno glicol e 4% de glicerol as células 3T3, descobriu-se que a expres-
sdo mais elevada de colageno foi obtida com PEG400 (figura 11). Este au-
mento de expressao de colageno Il foi significante comparada ao controle.
Exemplo 8: Aplicag¢do in vivo de composi¢coes de PEG em ferimentos
em um modelo de cicatrizagdo de ferimento de camundongo.

A cicatrizagdo de ferimento de composi¢gdes que compreendem
PEG ¢ avaliada em um modelo de cicatrizagao de ferimento de camundon-
go.

O ensaio é realizado em camundongos tipo silvestre e em ca-
mundongos mutantes com uma mutagao no receptor de leptina (BKS, Cg-m
+/+ Leps) (Jackson Laboratory, Maine, USA). Estes camundongos sdo dia-
béticos e tém cicatrizagao de ferimento prejudicada.

Procedimento: o pelo das costas dos camundongos é raspado,
os camundongos sdo anestesiados e ferimentos de espessura completa sao
aplicados com um aparato de bidpsia para furar a pele. 6 ferimentos sao a-
plicados por animal. Apds a aplicagdo, uma composi¢éo de hidrogel é apli-
cada consistindo em carbopol, arginina alcalinizante e 1% de PEG. Os ca-
mundongos séo sacrificados no dia 0, 7, 14 e 21 ap6s aplicagdo de PEG ou
composigdo de controle nos ferimentos e a pele é avaliada visualmente e
com métodos imunoistoquimicos.

Exemplo 9: Aplicacao in vivo de um produto tépico compreendendo
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PEG em pele humana.

A) Um menino de dois anos de idade sofreu arranhaduras
em sua perna apds uma queda na rua. Um hidrogel de carbopol que contém
1% de PEG400 foi aplicado duas vezes por dia no ferimento. Nenhum cura-
tivo secundario péde ser aplicado visto que 0 menino continuou a arrancé-lo.
O ferimento cicatrizou satisfatoriamente em 3 dias sem sinais de inchago ou
qualquer outra complicagdo inflamatéria frequentemente encontrada em tais
acidentes.

B) Um jogador de futebol profissional 28 anos de idade so-
freu um arranhdo relativamente grande por uma agéo de deslizamento em
um campo de futebol americano seco. O ferimento ficou coberto com lama e
escombros. Apds um enxague breve, um hidrogel de carbopol que contém
1% de PEG400 foi aplicado no ferimento e foi coberto por um curativo se-
cundario. O gel foi aplicado uma vez por dia. O jogador informou a cicatriza-
¢ao sem complicagdes inflamatérias em 3 dias, ao passo que da experiéncia
levou 4-6 dias em intervengdes prévias.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de uma ou mais formas de Polietileno Glicol (PEG) com
um Mr abaixo de 1500 como o unico componente anti-inflamatoério caracteri-
zado pelo fato de ser para a fabricagdo de um medicamento para o trata-
mento de inflamacg&o da pele ou mucosa na forma de um hidrogel ou uma
solucdo aquosa compreendendo as referidas uma ou mais formas de Polieti-
leno Glicol (PEG) em uma concentragéo entre 0,5 e 5% (peso/peso).

2. Uso, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizado pelo fato
de compreender as referidas uma ou mais formas de Polietileno Glicol (PEG)
no referido medicamento em uma concentracao entre 0,5 e 3% (peso/peso).

3. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de compreender a referida uma ou mais formas de Polietileno Glicol
(PEG) no referido medicamento em uma concentragdo entre 1 € 2,5% (pe-
so/peso).

4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que o referido medicamento n&o contém nenhum
umectante além de PEG.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a uma ou mais formas de PEG tem um Mr
entre cerca de 200 e 700.

6. Useo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que o hidrogel € um hidrocoldide de poliacrilato
com uma concentracao entre 0,05-20%.

7. Uso, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizado pelo fato
de que a referida inflamac¢&o ocorre em um ferimento ou doenca inflamatéria
da pele ou mucosa.

8. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de 0 medicamento ser para o tratamento de inflamacgao para prevenir a for-
macao de cicatriz ou para reparar a pele ou mucosa danificada.

9. Composicéo de hidrogel ou solugdo aquosa, caracterizada
pelo fato de compreender uma ou mais formas de PEG com um Mr abaixo

de 1500 em uma concentracio dentre 0,5 e 5% (peso/peso) como 0O Unico
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componente anti-inflamatério para reduzir inflamacéo na pele ou mucosa.

10 Composicéo de ou solugdo aquosa, de acordo com a reivin-
dicacdo 9, caracterizada pelo fato de que a concentracao da referida uma ou
mais formas de Polietileno Glicol (PEG) € entre 0,5 e 3% (peso/peso).

11. Composi¢ao de hidrogel ou solugdo aquosa, de acordo com
a reivindicacdo 9 ou 10, caracterizada pelo fato de que a concentragcao da
referida uma ou mais formas de Polietileno Glicol (PEG) é entre 1 e 2,5%
(peso/peso).

12. Composi¢ao de hidrogel ou solugdo aquosa, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 9 a 11, caracterizada pelo fato de que a
reducdo na inflamac&o da pele ou mucosa promove a cicatrizagdo de um
ferimento e/ou previne a formagao de cicatriz no tecido e/ou real¢a o reparo
da pele.

13. Composi¢ao de hidrogel ou solugdo aquosa, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 9 a 11, caracterizada pelo fato de ser para
a reducgao de inflamacéao da pele em uma doenca inflamatéria da pele.

14. Composi¢céo de hidrogel ou solugdo aquosa, como definida
em qualquer uma das reivindicagbes 9 a 13, caracterizada pelo fato de que a
referida composi¢ao hidrogel ou solucdo aquosa ndo compreende um umec-
tante além de PEG.

15. Composicao de hidrogel ou solugéo aquosa de acordo com a
reivindicagcado 12, caracterizada pelo fato de que o ferimento € um ferimento
cronico.

16. Composi¢ao de hidrogel ou solugéo aquosa, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 9 a 15, caracterizada pelo fato de que o
hidrogel € um hidrocoldide de poliacrilato com uma concentracdo entre 0,05
e 20%.
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