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RESUMO

MICROSFERAS COMPREENDENDO ONO-1301

Refere-se a um acelerador da producdo de fator de reparacao
endbgeno que compreende um ou pelo menos dois selecionados a
partir de agonista de prostaglandina (PG) 12, agonista de EP2
e agonista de EP4. Ji que o agonista de prostaglandina (PG) 12,
agonista de EP2 e agonista de EP4 tém acdo de aceleracdo da
producdo de fator de reparacdo enddgeno, acdo de aceleracdo da
angiogénese e acdo de inducdo da diferenciacdo de células
estaminais variadas, sdo Uteis como agentes preventivos e/ou
terapéuticos para doencas orgidnicas isquémicas (por exemplo
arteriosclerose obliterante, doenca de Buerger, doenca de
Raynaud, enfarte do miocardio, angina de peito, neuropatia
diabética, estenose do canal espinal, acidentes
cerebrovasculares, enfarte cerebral, hipertensdo pulmonar,
fratura &6ssea, doenca de Alzheimer, etc. e varias doencas

celulares e orgénicas.
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DESCRIGAO

MICROSFERAS COMPREENDENDO ONO-1301

Campo da Técnica

A presente invencdo refere-se a um acelerador da producgédo
de fator de reparacido enddgeno que compreende um agonista de
prostaglandina (doravante referida como "PG") 12.
Técnica Anterior

O tratamento médico de regeneracdo estd a atrair a atencéo
como a terapéutica de regeneracdo no momento de disturbios de
tecidos e células tais como vasos sanguineos, figado, rim,
pulmdo, péncreas, o0sso, células musculares esqueléticas,
célula do miocardio, células nervosas periféricas e centrais
e semelhantes. O sistema de auto reparacdo inclui um sistema
que é obtido através da divisdo celular de células maduras
(sistema de duplicacdo simples) como a regeneracdo de varios
6rgdos parenquimdticos tais como o figado e 0 rim e um sistema
mediado através da inducdo da proliferacdo e diferenciacédo de
células estaminais (células precursoras) (sistema celular
estaminal) como a regeneracdo de células hematopoiéticas.
Atualmente, é afirmado que estes dois sistemas se encontram
presentes na regeneracdo de varios tecidos e o6rgdos. Por
exemplo, ¢ afirmado que estes dois sistemas se encontram
presentes também na angiogénese (regeneracido), e existe um
sistema de angiogénese baseado no crescimento de células
endotelials vasculares, células musculares lisas vasculares
adjacentes e semelhantes, efetuado através da libertacdo de
varios fatores de reparacido enddgenos (por exemplo, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
de hepatdécitos (HGF) , varios fatores de crescimento
fibroblasticos (a/b FGF), fator de crescimento transformante
B (TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF);
angiopoietina, fator indutor de hipoxia (HIF), fator de

crescimento semelhante a insulina (IGF), proteina morfogénica
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6ssea (BMP), fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF),
fator de crescimento epidérmico (EGF), etc., fatores de
crescimento das suas familias, e semelhantes) a partir de
células endoteliais (vasculares), células do musculo liso
(vasculares), fibroblastos, c¢élulas sinoviais, células
epiteliais, plaquetas, mondcitos, linfbécitos, macrdfagos e
semelhantes da regido (adjacente) lesionada, e um sistema de
vasculogénese no qual é formado um vaso sanguineo através da
inducdo da diferenciacdo de células estaminais endoteliais
vasculares a partir de células de medula 6ssea de um individuo
maduro, efetuado através da libertacdo de varias citocinas
inflamatérias (por exemplo, IL-1, IL-4, IL-8, TNFa, IFNa/vy,
G-CSF, GM-CSF, NO (mondxido nitrico), etc.), e varios fatores
de reparacdo enddgenos.

Relativamente a presenca de células estaminais (células
precursoras), estas estdo presentes ndo sd em vasos sanguineos
mas também em vdrios tecidos tais como hepatdbdcito, célula (PB)
pancreéatica, célula do miocéardio, rim, pulmio, 0SS0,
articulacdo, nervo, gordura, pele e semelhantes, e séo
induzidas a proliferacdo e diferenciacdo através de varios
fatores de reparacdo endbdgenos, vadrias citocinas inflamatdérias
e semelhantes.

Quando a producdo destes fatores de reparacdo enddgenos
é acelerada, a formacdo de passagens de circulacdo secundaria
¢ acelerada através do efeito da angiogénese sobre a regido
isquémica. Igualmente, é sabido que a prevencdo e o0 tratamento
(regeneracdo de reparacdo) de varios disturbios de érgdos séo
acelerados através da acdo de inducdo da diferenciacdo a partir
de varias células estaminais teciduais. Por exemplo, é sabido
que HGF tem uma acdo de aceleracdo do crescimento celular, uma
acdo de inducdo da morfogénese, uma acdo de 1inducdo da
diferenciacdo, uma acdo de aceleracdo da migracdo, acdo anti
apoptose e semelhantes (por exemplo, veja-se Biochem. Biophys.
Res. Commin., 239, 639-644 (1997), etc.). E sabido que estas

aceleracdes da producdo de fatores de reparacdo enddbgenos sio
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eficazes para a prevencdo e/ou tratamento de, por exemplo,
doencas hepadticas (por exemplo, hepatite fulminante, hepatite
aguda, cirrose hepatica, figado gordo, transplante hepatico,
etc.), doencas renais (por exemplo, insuficiéncia renal aguda,
insuficiéncia renal crodénica, etc.), doencas pulmonares (por
exemplo, pneumonia aguda, fibrose pulmonar, hipertensdo
pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), asma,
etc.), doencas pancredticas (por exemplo, diabetes mellitus,
pancreatite crénica, etc.), doencas Obsseas (por exemplo,
ostecartrite, reumatismo articular, osteoporose, fratura
6ssea, lesdo do peridsteo, etc.), doencas dos Oérgdos
digestivos, GUlcera gastrica, Ulcera duodenal, colite
ulcerativa, doenca de Crohn, etc.), doencas de degeneracdo
nervosa, acidente vascular cerebral, doenca de Parkinson,
doenca de Alzheimer, estenose do canal espinal, acidentes
cerebrovasculares, Doenca de Moyamoya, etc.), complicacdes
diabéticas (por exemplo, disturbios nervosos, Ulceras da pele,
nefropatia, doenca retinal, etc.), doencas celulares
endoteliais wvasculares (por exemplo, restenose apds PTCA
(angioplastia coronaria transluminal percuténea),
arteriosclerose, etc.), doencas cardiacas (por exemplo,
taquiarritmia supraventricular, insuficiéncia cardiaca
congestiva, doenca arterial coronadria, cardiomiopatia subita,
cardiomiopatia dilatada, etc.), doencas dentais (por exemplo,
doenca periodontal, les&o por extracdo dental, lesdo oral,
doenca do tecido periodontal, etc.), decubito, glaucoma,
alopecia e semelhantes.

A terapéutica de regeneracdo mediada por fatores de
reparacdo enddgenos estd a atrair a atencdo como uma
terapéutica de angiogénese (reparacdo) e uma terapéutica de

geracdo de tecidos no momento das doencas de 6rgdos e tecidos

tais como figado, pancreas, rim, coracéo, nervos
centrais/periféricos, vasos sanguineos, dentes, olhos,
peribsteo, ossos e semelhantes. Isto atrai a atencéo

particularmente como uma terapéutica de regeneracio de doencas
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orgdnicas isquémicas graves carecendo de métodos terapéuticos,
e sdo examinados varios métodos em arteriosclerose obliterante
(doravante referida como "ASO"), doenca de Buerger, doenca de
Raynaud, doencas cardiovasculares (por exemplo, enfarte do
miocadrdio, angina de peito, etc.), neuropatia diabética,
estenose do canal espinal, doenca cerebral isquémica (por
exemplo, acidentes cerebrovasculares, enfarte cerebral,
etc.), hipertensdo pulmonar, fratura &ssea, ou doenca de
Alzheimer e semelhantes.

Por exemplo, pacientes de doencas vasculares sanguineas
periféricas obstrutivas tipificadas através de ASO e doenca de
Buerger mostram claudicacdo intermitente, dor durante o
repouso e ulceras e necrose das pernas, e finalmente torna-se
inevitavel ser submetido a amputacdo das pernas. Contudo,
atualmente, ndo existe método terapéutico eficaz para estes
pacientes com ASO grave. J4 que a injecdo por via intravenosa
de PGEl e um vasodilatador ou inibidor da aglutinacdo de
plaquetas como agente oral de cilostazol ndo mostram oOs seus
efeitos sobre pacientes com ASO grave, ndo podem ser levados
a cabo um tratamento intravasculares (dilatacdo por bal&o ou
insercdo de stent) e revascularizacdo. Recentemente, foi
aplicada clinicamente uma terapéutica génica na qual um
plasmideo de gene VEGF e um plasmideo de gene HGF séo
administrados diretamente através de injecdo intramuscular em
musculos esqueléticos de regides isquémicas das pernas destes
pacientes (cf. Circulation, 97, 1114-1123 (1998) e Gene
Therapy, 8, 181-189 (2001)), e o seu efeito estd a atrair a
atencdo. Adicionalmente, preparacdes de libertacdo lenta de
uma proteina de fator de crescimento (por exemplo, uma lémina
de inclusdo de gelatina) foram também submetidas a exames
basais (Circulation, 106, Supl. 2: II 350 (2002)).

Por outro lado, uma terapéutica de angiogénese na qual séo
administradas c¢élulas estaminais endoteliais vasculares
separadas a partir de medula 6ssea ou sangue periférico de um

paciente diretamente na regido isquémica de uma perna através
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de injec¢des intramuscular estd a atrair a atencdo e é levada
a cabo em varios hospitais universitarios, o que também esté
a atrair a atencdo (cf. THE LANCET, 360, 427-435 (1002)).

A  introducdo destes genes e células estaminais
diretamente em regides isquémicas utilizando um cateter
vascular equipado com uma agulha de baixa invasdo também se
tornou possivel em enfarte do miocdrdio e angina de peito, e
encontra-se sob aplicacdo <c¢linica como terapéutica de
angiogénese. Por exemplo, foi relatado que a isquemia é
melhorada para angina instével ao injetar um plasmideo de gene
VEGF diretamente no musculo cardiaco (Circulation, 98,
2800-2804 (1998)). Igualmente, foi considerado que PDGF esté
relacionado com a angiogénese apds acidente vascular cerebral,
j& que foi observado aumento do mesmo em células nervosas da
regido de penumbra (o tecido ndo estd morto por enfarte mas ndo
pode desempenhar a sua funcdo) do foco de enfarte de um paciente
de enfarte cerebral (Stroke, 28, 564-573 (1997)). Foli também
tentada terapéutica génica e semelhantes utilizando um vetor
para o cérebro através de fluido cérebroespinal a partir da
cisterna cerebromedular em acidentes cerebrovasculares
isquémicos. Estes tratamentos sdo uma terapéutica de
angiogénese (regeneracdo) que propicia o desenvolvimento de
passagens de circulacdo secundaria para a regido isquémica e
é uma terapéutica de regeneracdo tecidual através da inducéo
da diferenciacédo de células estaminais teciduais. Contudo, a
aplicacdo clinica destas terapéuticas génica e celular tém
muitos problemas em termos de ética, seguranca (imunidade,
infecdo, cancro, etc.), flexibilidade, economia e semelhantes.

Como terapéutica de reabertura no momento de obstrucdo de
vasos sanguineos em ASO, enfarte do miocardio, angina de peito,
arteriosclerose e semelhantes, foi 1levada a cabo PTCA
(angioplastia corondria transluminal percutdnea) com bons
resultados. Contudo, é sabido que é induzida restenose através
da lesdo de células endoteliais vasculares a volta da obstrucéo

devido a wvasodilatacdo forcada por dilatacdo por baldo,
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permanéncia de stent e semelhantes. Como método para prevenir
a restenose, é administrado um inibidor da aglutinacdo de
plagquetas ou semelhante, mas este é um estado ainda
insatisfatdério. Recentemente, foram desenvolvidos farmacos
tais como antibidticos e agentes carcinostaticos (rapamicina,
sirolimo, etc.) e um stent revestido com uma preparacdo de
radioisdétopo tal como raios B com bons resultados sobre a
prevencdo da restenose (N. Eng. J. Med, 346(23), 1769-1771
(2002) ). Contudo, estes métodos tém também muitos problemas
desde um ponto de vista a longo prazo. Consequentemente, &
dirigida preocupacdo a um medicamento que potencia a acéo
inibitéria da aglutinacdo de plagquetas em regides lesionadas
tépicas de células endoteliais vasculares e acdo de reparacgéo
do dano através de crescimento celular endotelial.

Por outro lado, a prostaglandina (PG) é uma substéncia
fisiologicamente ativa natural biossintetizada a partir de
PGH2 numa via metabdlica no corpo vivo, que é denominada cascata
de &cido araquiddnico. As enzimas de biossintese de acido
araguidénico a PGH2 sdo denominadas ciclooxigenase (COX), e sédo
atualmente conhecidas COX-1, COX-2 e COX-3 (Proc. Nail. Acad
Sci., 99, 1371 (2002)). Adicionalmente, compostos que inibem
estas enzimas sdo geralmente utilizados como agentes
antipiréticos, analgésicos e anti-inflamatdérios e agente para
prevenir doencas circulatdrias de sistemas de dérgdos, como
farmacos anti-inflamatdrios nao esteroides (AINE) .
Particularmente, COX-2 induzido em regides de inflamacido esté
relacionado com a biossintese de PGI2, PGE2Z2 e semelhantes.
Estas PGs biossintetizadas estdo relacionadas com o inicio de
pirexia, dor e inflamac&o nas regides de inflamacédo e com a cura
das mesmas. Isto &, as PGs biossintetizadas nas regides de
inflamacdo atuam diretamente como agentes causantes de
inflamacdo, induzem varias citocinas inflamatérias, evocam
inflamacdo, e aceleram a cura da mesma.

Por outro lado, é sabido que pacientes gque tomaram AINES

durante um periodo prolongado de tempo tém taxa de mortalidade
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por cancro do intestino grosso e cancro pulmonar
significativamente baixa (N. Eng. J. Med., 328, 1313-1316
(1993)). E afirmado que esta acdo tem uma acdo inibitéria do
crescimento celular cancerigeno, j& que a angiogénese para o
crescimento tecidual cancerigeno € inibida através da inibicéo
da biossintese de PGI2, PGE2 e semelhantes por parte de AINEs.
Isto €, uma terapéutica anti-angiogénese que controla o
crescimento e a metdstase de tumores através da inibicdo da
angiogénese estd a atrair a atencdo como nova estratégia de
tratamento do cancro. Igualmente, é sabido que um inibidor
seletivo de COX-2 ndo induz Uulceras géastricas quando ¢é
administrado, mas prolonga a cura de Ulceras gastricas. Existe
um relato afirmando gue a sua causa é a inibicdo da acdo de
angiogénese para a reparacido de tecidos lesionados (Am. J. Med,
104, 435-518 (1998)). Adicionalmente, inibidores seletivos de
COX-2 controlam a angiogénese acompanhada por inflamacdo (Jpn.
J. Pharmacol., 75, 105-114 (1997)).

E sabido que PGI2 tem uma acdo inibitéria da aglutinacéao
de plaquetas marcadamente forte, bem como ag¢des tais como
adesdo de plaguetas, vasodilatacdo e inibicdo da secrecédo de
dcido géstrico. Adicionalmente, a administracdo de PGE2
acelera a acumulacdo de células inflamatdérias incluindo
mondcitos e a producgdo de citocinas inflamatdérias (por exemplo,
IL-1 (interleucina-1), IL- 8. IL-6, IFN-oa (interferdo-a), TNFux
(fator de necrose tumoral a), e NO (mondéxido nitrico), etc.,
e atua como agente causante de inflamacéo.

O documento JP-A-6-87811 divulga na sua memdria
descritiva que o derivado de oximo representado pela férmula
(I) gque é descrito mais tarde ou um sal ndo tdéxico do mesmo,
a ser utilizado na presente invencdo como um agonista de PGI2
(agonista de IP), €& Util para a prevencdo e/ou tratamento de
trombose, arteriosclerose, doenca cardiaca isquémica, uUlcera
gastrica, hipertensdo e semelhantes, Jj& que tem acdes de
inibicdo da aglutinacdo de plaquetas, inibicdo da adesédo de

plaquetas, vasodilatacdo e inibicdo da secrecdo de 4cido
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gastrico, mas ndo descreve ou sugere acdo sobre a angiogénese
através da exercdo de acdo de crescimento de células
endoteliais vasculares e células do musculo liso vasculares com
base na acdo de aceleracdo da producdo do fator de reparacdao
endbgeno, e sobre as varias doencas celulares e orgadnicas (as
doencas descritas acima a ser prevenidas e tratadas)
(regeneracido de reparacdo) por HGF) através de inducdo da
diferenciacdo de varias células estaminais causada por esta
acdo de aceleracdo da producédo de fator de reparacdo enddgeno
e semelhantes.

Igualmente, é relatado em Diabetologia., 40, 1053-1061
(1997) que um derivado de PGI2 Beraprost (sal de sédio de acido
(£)- (1R, 2R, 3a8,8bS)-2,3,3a,8b-tetraidro-2-hidroxi-1-[ (E) - (3
S,4RS) -3-hidroxi-4-metil-1-octen-6-inil]-1H-ciclopenta[b]be
nzofuran-3-butanoico) aumenta a producdo de HGF em células
endoteliais vasculares in vitro e mostra acdo de crescimento
de células endoteliais, mas nédo existem descricdes sobre a acdo
de aceleracdo da angiogénese através da administracdo tépica
da preparacdo persistente de Beraprost e sobre a sua utilidade
para a prevencdo e tratamento de varias doencas organicas.

Adicionalmente, PGE2 ¢é conhecido como um produto
metabdlico na cascata de dcido araquiddnico, e é sabido que as
suas acdes tém varias funcdes tais como acdo de protecdo
celular, acdo de contracdo uterina, acdo de producdo de dor,
acdo de aceleracdo da peristalse de 6rgdos digestivos, acgdo de
estimulacdo, acdo de inibicdo da secrecdo de 4cido gastrico,
acdo de reducdo da pressdo sanguinea, acdo diurética e
semelhantes.

A partir dos estudos em anos recentes, fol revelado que
estdo presentes subtipo tendo papéis relativamente diferentes
no recetor de PGE2. 0Os subtipos atualmente conhecidos sé&o
aproximadamente divididos em quatro, e s&o respetivamente
denominados EP1l, EP2, EP3 e EP4 (J. Lipid Mediators Cell
Signaling, 12, 379-391 (1995)). Ao examinar a sua parte de

papéis e como tal encontrar um composto que ndo liga a recetores
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de outros subtipos, tornou-se possivel obter um medicamento
tendo menos efeitos secundarios.

Por exemplo, o documento JP-A-11-193268 divulga na sua
membéria descritiva gque um composto representado pela férmula
(I-a), um sal ndo téxico do mesmo, ou um profadrmaco ou clatrato
de ciclodextrina do mesmo, que é utilizado na presente invencéo
como agonista de EP2, € Util na prevencdo e/ou tratamento de
doencas imunes (por exemplo, doenca autoimune, transplante de
6rgdos etc.), asma, anormalidade da osteogénese, morte de
células nervosas, hepatopatia, parto prematuro, aborto,
doencas retinais nervosas tais como glaucoma, e semelhantes,
mas ndo descreve ou sugere sobre a acdo de libertacdo de fator
de reparacdo enddgeno, acdo de inducdo da diferenciacdo de
células estaminais e acdo de aceleracdo da angiogénese.

Por exemplo, o documento WO00/03980 divulga na sua memdria
descritiva que um composto representado pela férmula (I-b), um
sal ndo tdéxico do mesmo, ou um clatrato de ciclodextrina do
mesmo, que € utilizado na presente invencdo como agonista de
EP4, & util na prevencgdo e/ou tratamento de doencas incluindo
doencas imunes (esclerose lateral amiotrdfica (ALS), esclerose
multipla, sindrome de Sjogren, artrite reumatoide, doencas
autoimunes tais como lupus eritematoso sistémico, rejeicdo
apbds transplante de 6érgdos, etc.), asma, anormalidade da
osteogénese, morte de células nervosas, doenca pulmonar,
hepatopatia, hepatite aguda, glomerulonefrite, insuficiéncia
renal, hipertensédo, isquemia do miocédrdio, sindrome de reacéo
inflamatéria sistémica, dor por queimadura, septicemia,
sindrome de hemofagocitose, sindrome de ativacdo de
macrbfagos, doenca de Still, doenca de Kawasaki, lesdo por
gueimadura, granuloma sistémico, colite neoplasica, doenca de
Crohn, hipercitocinemia no momento da didlise, insuficiéncia
organica multipla, choque, anormalidade do sono, aglutinacéo
de plaguetas e semelhantes, mas ndo descreve ou sugere sobre
a acdo de libertacdo de fator de reparacdo enddgeno, acdo de

inducdo da diferenciacdo de células estaminais e acdo de



EP2465537B1

aceleracdo da angiogénese.
Divulgacdo da Invencdo

Foi dirigida grande preocupacdo ao desenvolvimento de um
acelerador da producdo de fator de reparacdo enddgeno, um
indutor da diferenciacdo de células estaminais (indutor da
diferenciacdo de células precursoras) e um acelerador da
angiogénese, gque sdo Uteis como agentes preventivos e
terapéuticos de doencas orgénicas (isquémicas) e tém menos
efeitos secundarios.

Com o objetivo de encontrar um acelerador da producido de
fator de reparacdo enddgeno, um indutor da diferenciacdo de
células estaminais e um acelerador da angiogénese, que sejam
GUteis como agentes preventivos e terapéuticos de doencas
orgénicas (isquémicas), os presentes inventores levaram a cabo
estudos intensivos e constataram como resultado que um agonista
de PGI2 pode alcancar o objetivo.

Igualmente, o0s inventores consideraram gue gquando um
agonista de PGI2, um agonista de EP2 ou um agonista de EP4 podem
ser administrados por via tépica a um a regido isquémica
requerendo angiogénese ou uma regido lesionada requerendo
reparacédo tecidual, tornar-se-4& possivel produzir um fator de
reparacdo enddgeno, uma citocina inflamatdéria e semelhantes na
periferia da regido tépica lesionada, para além da
vasodilatacdo dos restantes vasos sanguineos na regido
isquémica e acdo inibitdria da aglutinacdo de plaquetas, de tal
forma que possa ser criado um medicamento tendo menos efeitos
secundarios na administracdo sistémica. Adicionalmente, foi
considerado que quando € possivel produzir uma preparacao
farmacéutica para libertacdo persistente durante um periodo
até a angiogénese (regeneracdo) ou reparacdo tecidual ser
efetuada na regido isquémica ou periferia da regido tdépica de
lesdo tecidual, poderia ser criado um medicamento tendo menos
efeitos secundarios na administracdo sistémica e com adeséo de
administracdo de frequéncia de administracdo baixa.

Por exemplo, a angiogénese requer um periodo de geralmente
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entre 1 semana e 6 meses, mais preferentemente entre 1 semana
e 8 semanas, e ¢ requerida libertacdo persistente do
ingrediente ativo na regido isquémica durante o periodo.
Adicionalmente, j& que os agonistas de PGI2, agonistas de EP2
e agonistas de EP4 mostram acdo de vasodilatacdo e acéo
inibitéria de aglutinacdo de plaquetas para além de acido de
aceleracdo da angiogénese e acdo de inducdo da diferenciacdo
celular estaminal vascular quando a producédo de varios fatores
de crescimento enddbdgenos é acelerada, foil considerado que estes
mostrardo efeito preventivo e/ou terapéutico adicionalmente
forte sobre doencas orgénicas isgquémicas quando estas acdes
forem adicionadas.

Consequentemente, os inventores constataram também como
resultado de estudos intensivos que uma preparacdo persistente
de um agonista de PGIZ2, isto é, acido
(E)-[5-[2-(1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxiletil]-7, 8
-diidronaftalen-1-iloxi]acético (doravante referido
ocasionalmente como "Composto 1") tendo a seguinte estrutura:

|
o Ns N

0._-COOH

ou um sal do mesmo pode alcancar o objetivo descrito acima.

A presente invencdo ¢é dirigida a uma preparacdo de

microesferas persistentes compreendendo um polimero
biodegradéavel e acido
(E)-[5-[2-[1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxi]-etil]-7,

8-diidronaftalen-1-iloxilacético ou sal do mesmo e uma
composicdo farmacéutica e um agente compreendendo a preparacio
de microesferas.

De acordo com a presente invencdo, a preparacdo de
microesferas é utilizada como um acelerador da producido de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ou de fator de

crescimento de hepatdcitos (HGF) na prevencdo e/ou tratamento
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de uma doenca selecionada a partir de enfarte do miocéardio,
angina de peito, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca
arterial coronéaria.

Formas de realizacdo preferidas da presente invencido séo
definidas nas subreivindicacdes.

Todos os sais farmaceuticamente aceitaveis s&o incluidos
nos sais do acido
(E)-[5-[2-(1-fenil-1-(3-piridil)metilidenoaminoxi]etil] -7, 8
-diidronaftalen-1-iloxilacético. E preferivel que os sais
farmacologicamente aceitaveis ndo tenham toxicidade e sejam
soluveis em dgua. Exemplos do sal adequado dos compostos acima
incluem sais de metais alcalinos (potédssio, sdédio, litio,
etc.), sails de metais alcalinoterrosos (cédlcio, magnésio,
etc.), sais de amdbdnio (sal de tetrametilamdénio, sal de
tetrabutilaménio, etc.), sais de aminas inorgénicas
(trietilamina, metilamina, dimetilamina, ciclopentilamina,
benzilamina, fenetilamina, piperidina, monoetanolamina,
dietanolamina, tris (hidroximetil)metilamina, lisina,
arginina, N-metil- D-glucamina, etc.), e sais de adicdo de
4dcido (sais de &cidos inorgénicos (cloridrato, bromidrato,
iodato, sulfato, fosfato, nitrato, etc.), sais de &cidos
organicos (acetato, trifluoroacetato, lactato, tartarato,
oxalato, fumarato, maleato, benzoato, citrato,
metanossulfonato, etanossulfonato, benzenossulfonato,
toluenossulfonato, isotionato, glucoronato, gluconato, etc.).
Também se encontram incluidos nos sais dos compostos da
presente invencdo solvatos, ou solvatos de sais metéalicos
alcalinos (alcalinoterrosos), sails de amdnio, sais de aminas
organicas e sais de adicdo de acido dos compostos da presente
invencdo. E preferivel que os solvatos sejam ndo téxicos e
soltveis em &agua. Exemplos de solvatos adequados incluem
solvatos de &gua, solventes de sistemas de &lcool (etanol,
etc.).

O composto utilizado na presente invencdo é convertido em

salis farmacologicamente aceitdveis através de métodos
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convencionalmente conhecidos.

Métodos de producdo do composto utilizado na presente
invencdo: 0 acido
(E)-[5-[2-(1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxiletil]-7, 8
-diidronaftalen-1-iloxiJacético (Composto 1) & descrito no
Exemplo 2(g) do documento JP-A-6-87811.

Toxicidade:

J& que a toxicidade do agente ativo utilizado na presente
invencdo ¢é muito baixa, ¢é suficientemente segura para
utilizacdo como medicamento.

Aplicabilidade Industrial
Aplicacdo a preparacdes farmacéuticas:

Ja& que o Composto 1 utilizado na presente invencdo tem a
acdo de aceleracdo da angiogénese, é por exemplo Util como
agente preventivo e/ou terapéutico para doencas organicas
isquémicas (por exemplo, arteriosclerose obliterante, doenca
de Buerger, doenca de Raynaud, doencas cardiovasculares (por
exemplo, enfarte do miocdrdio, angina de peito), neuropatia
diabética, estenose do canal espinal, doenca cerebral
isquémica (por exemplo, acidentes cerebrovasculares, enfarte
cerebral), hipertensdo pulmonar, fratura &6ssea, doenca de
Alzheimer) . Adicionalmente, Jj& que o Composto 1 utilizado na
presente invencdo tem a acdo de aceleracédo da producédo de fator
de reparacido enddgeno, com base na sua acdo de inducdo da
diferenciacdo a partir das respetivas células estaminais para
reparacdo de tecidos, é util como agente preventivo e/ou
terapéutico para varias doencas orgénicas (por exemplo,
doencas hepaticas (por exemplo, hepatite fulminante, hepatite
aguda, cirrose hepatica, figado gordo, transplante hepatico),
doencas renais (por exemplo, insuficiéncia renal aguda,
insuficiéncia renal crénica), doencas pulmonares (por exemplo,
pneumonia aguda, fibrose pulmonar, hipertensdo pulmonar,
doenca pulmonar obstrutiva crdénica (DPOC), asma), doencas
pancreaticas (por exemplo, diabetes mellitus, pancreatite

crbénica), doencas 6sseas (por exemplo, osteoartrite,
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reumatismo articular, osteoporose, fratura dbssea, lesdo do
peridbdsteo), doencas dos bdérgdos digestivos, uUlcera gastrica,
Ulcera duodenal, colite ulcerativa, doenca de Crohn), doencas
de degeneracdo nervosa, acidente vascular cerebral, doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, estenose do canal espinal,
acidentes cerebrovasculares, Doenca de Moyamoya) ,
complicacdes diabéticas (por exemplo, disturbios nervosos,
Ulceras da pele, nefropatia, doenca retinal), doencas

celulares endoteliais vasculares (por exemplo, restenose apds

PTCA (angioplastia corondria transluminal ©percuténea),
arteriosclerose), doencas cardiacas (por exemplo,
taquiarritmia supraventricular, insuficiéncia cardiaca

congestiva, doenca arterial corondria, cardiomiopatia subita,
cardiomiopatia dilatada), doencas dentais (por exemplo, doenca
periodontal, lesdo por extracdo dental, lesd@o oral, doenca do
tecido periodontal), decubito, glaucoma, alopecia).

O agente da presente invencdo pode ser administrado como
um fadrmaco concomitante em combinacdo com outro agente para (1)
complementar e/ou reforgcar o efeito preventivo e/ou
terapéutico do agente da presente invencdo, (2) melhorar a
cinética e a absorcédo do agente da presente invencdo e reduzir
a sua dose, e/ou (3) aliviar efeitos secundarios do agente da
presente invencéo.

O fadrmaco concomitante do agente da presente invencdo com
outro agente pode ser administrado na forma de um farmaco de
combinacdo no qual ambos componentes sdo formulados numa
preparacdo farmacéutica, ou administrados como preparacdes
farmacéuticas separadas. Quando administrados como as
preparacdes farmacéuticas separadas, inclui administracéo
simulténea e administracéo em tempos diferentes.
Adicionalmente, a administracdo em tempos diferentes pode ser
levada a cabo ao administrar primeiramente o agente da presente
invencdo e posteriormente administrar o outro agente, ou ao
administrar primeiramente o outro agente e posteriormente

administrar o agente da presente invencdo, e 0s respetivos
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métodos de administracdo podem ser os mesmos ou diferentes
entre si.

O outro agente pode ser um composto de baixa massa
molecular, uma proteina, polipéptido, polinuclebdétido (ADN, ARN
ou um gene) de massa molecular elevada, anti sentido, chamariz
ou anticorpo, ou uma vacina ou uma célula estaminal ou
semelhantes separados a partir de um tecido. A dose do outro
agente pode ser opcionalmente selecionada com base na dose
utilizada clinicamente. Adicionalmente, a razdo de mistura do
agente da presente invencdo com o outro agente pode ser
opcionalmente selecionada dependendo por exemplo da idade e
massa corporal do individuo a ser administrado, método de
administracdo, periodo de administracdo, doenca a ser tratada,
sintomas e combinacdo. Por exemplo, podem ser utilizadas de
0,01 a 100 partes em massa do outro agente com base em 1 parte
em massa do agente da presente invencdo. O outro agente pode
ser administrado como uma razdo opcional da combinacdo de uma
ou duas ou mais espécies opcionalmente selecionadas a partir
do grupo hombélogo e grupo heterogéneo mostrados a seqguir.

A doenca na qual o seu efeito preventivo e/ou terapéutico
é exercido por parte do fadrmaco concomitante descrito acima ndo
é particularmente limitada, e pode ser qualquer doenca na gqual
o efeito preventivo e/ou terapéutico do agente da presente
invencdo possa ser complementado e/ou reforcado.

Exemplos dos outros agentes incluem um agente anti trombo,
um agente de melhoria da circulacdo, um dilatador do musculo
liso brdéngquico, um farmaco anti inflamatdério, um anestésico
local, um analgésico, um cimento &sseo, um lubrificante
articular, um derivado de prostaglandina, uma proteina de fator
de reparacdo enddgeno, um gene de fator de reparacido enddgeno,
varias células estaminais de 6rgédos.

Exemplos do agente anti trombo incluem preparacdes de
heparina (heparina de sédio, heparina de cdlcio, dalteparina
de sbédio, anticoagulante oral (warfarina de potédssio), agente

antitrombina (por exemplo mesilato de gabexato, mesilato de
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mafamosat, argatroban), inibidores de aglutinacdo anti
plaquetas (por exemplo aspirina, dipiridamol, cloridrato de
ticlopidina, beraprost de sédio, cilostazol, ozagrel de sbédio,
cloridrato de sarpogrelato, eicosapentanoato de etilo),
agentes tromboliticos (por exemplo uroguinase, tisoquinase,
alteplase, nateplase, monteplase, pamiteplase), inibidores de
fator Xa, inibidores de fator VIIa.

Exemplos dos agentes de melhoria da circulacdo incluem
tartarato de ifenprodilo, aniracetam, cloridrato de donepezil,
cloridrato de amantadina, nicergolina, ibudilast, Um sistema
de papaverina, um sistema de nicotina, um antagonista de
cadlcio, um agonista de recetor B, um antagonista de recetor «.

Exemplos do dilatador do misculo liso brdnguico incluem
estimulantes B 2 (por exemplo, cloridrato de efedrina, sulfato
de isiprenali, sulfato de salbutamol, cloridrato de
tulobuterol), fadrmacos de teofilina (por exemplo, diprofilina,
aminofilina, teofilina colina), ou farmacos anti colina (por
exemplo, brometo de ipratrdépio, brometo de flutrdpio, brometo
de oxitrodpio).

Exemplos do anestésico local incluem uma preparacdo de
esteroides, procaina, cloridrato de cocaina, cloridrato de
lidocaina, cloridrato de ropivacaina e semelhantes.

Exemplos de um analgésico incluem farmacos
anti-inflamatdérios n&o esteroides (AINE) tais como aspirina,
indometacina, diclofenaco, meloxicam e celecoxib, analgésicos
opidceos tais como codeina e morfina, pentazocina, cloridrato
de buprenorfina, bromidrato de eptazocina.

Exemplos do cimento 6sseo incluem fosfato de calcio.

Exemplos do lubrificante articular incluem suvenilo.

Exemplos do derivado de prostaglandina incluem PGE1l, PGE2
e PGI2 ou profarmacos dos mesmos, lipoPGEl, 6-0oxoPGE]l,
derivados de 6-0xoPGEl, omoprostil, limaprostil, enptostil,
misoprostol.

Exemplos do fator de reparacdo enddgeno de acordo com a

"proteina de fator de reparacdo endbdgeno e gene de fator de
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reparacdo enddgeno" incluem fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF),
varios fatores de crescimento fibroblasticos (a/b FGF), fator
de crescimento transformante B (TGF-B), fator de crescimento
derivado de plagquetas (PDGF); angiopoietina, fator indutor de
hipoxia (HIF), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), proteina morfogénica déssea (BMP), fator de crescimento
de tecido conjuntivo (CTGF) e fator de crescimento epidérmico
(EGF), fatores de crescimento das suas familias.

Adicionalmente, ndo sb os compostos até agora encontrados
mas também aqueles que serdo descobertos no futuro sédo
incluidos também nos outros agentes capazes de complementar
e/ou reforcar os agentes preventivos e/ou terapéuticos da
presente invencdo, com base no mecanismo descrito acima.

Quando o agente da presente invencdo, ou o farmaco
concomitante do agente da presente invencdo com outro agente,
é utilizado para o propdsito descrito acima, € geralmente
administrado por via sistémica ou tépica na forma oral ou
parentérica.

A sua dose varia dependendo por exemplo da idade, peso
corporal, sintomas, efeito terapéutico, método de
administracéao, periodo de tratamento, mas encontra-se
habitualmente no intervalo de desde 1 ng até 100 mg por adulto
por dose, desde uma até varias vezes por dia através de
administracdo oral, ou no intervalo de desde 0,1 ng até 50 mg
por adulto por dose, desde uma até varias vezes por dia, desde
uma até varias vezes por semana, ou desde uma até varias vezes
em 3 meses através de administracdo parentérica na forma de uma
preparacdo persistente, ou administrado de forma continua numa
veia dentro do intervalo de desde 1 hora até 24 horas por dia.
Ja que a dose varia sob varias condicdes por rotina conforme
descrito acima, existe um caso no qual é suficiente uma dose
menor do que o intervalo acima ou um caso gue requer gue a
administracdo exceda o intervalo.

Quando o agente da presente invencdo, ou o farmaco
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concomitante do agente da presente invencdo com outro agente,
¢ administrado, ¢é utilizado como preparacdes sbdblidas para
utilizacdo interna ou preparacdes liquidas para utilizacédo
interna para administracdo oral, ou como injec¢des, injecdes
subcuténeas ou intramusculares, preparacdes externas,
supositdrios, gotas oculares, inalacdes, preparacdes contendo
dispositivos médicos e semelhantes para administracéo
parentérica.

A preparacdo sbélida para wutilizacdo interna na
administracdo oral inclui comprimidos, pilulas, cdpsulas, pds,
granulos. S&do0 incluidas cépsulas duras e capsulas moles nas
capsulas.

Numa tal preparacdo sélida para utilizacdo interna, séo
utilizadas uma ou mais substdncias ativas como tal, ou
misturadas por exemplo com um agente de carga (por exemplo
lactose, manitol, glucose, celulose microcristalina, amido),
um aglutinante (por exemplo hidroxipropilcelulose,
polivinilpirrolidona, aluminometasilicato de magnésio), um
agente desintegrante (por exemplo glicolato de celulose de
cdlcio), um lubrificante (por exemplo estearato de magnésio),
um agente estabilizante, um agente auxiliar de solubilizacéo
(por exemplo dcido gluté&mico, acido aspartico) e utilizado ao
tornar a mistura numa preparacdo farmacéutica. Se for
necessario, 1isto pode ser revestido com um agente de
revestimento (por exemplo sacarose, gelatina,
hidroxipropilcelulose, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose), ou revestido com duas ou mais
camadas. Sdo incluidas capsulas adicionais de uma substéncia
absorvente tal como gelatina.

A  preparacdo liquida para utilizacdo interna na
administracdo oral inclui solucdes, suspensdes, emulsdes,
xaropes, elixires farmaceuticamente aceitdveis. Numa tal
preparacdo, um ou mais ingredientes s&o dissolvidos, suspensos
ou emulsificados num diluente geralmente wutilizado (por

exemplo dgua purificada, etanol, uma solucdo mista dos mesmos) .
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Adicionalmente, esta preparacido liquida pode conter um agente
humidificante, um agente de suspensao, um agente
emulsificante, um edulcorante, um aroma, um aromatizante, um
conservante.

Formas farmacéuticas para wutilizacdo externa para
utilizacdo em administracdo parentérica incluem, por exemplo,
pomadas, géis, cremes, fomentacdes, preparacdes adesivas,
linimentos, pulverizacdes, inalacbdes, pulverizacdes,
aerossdis, gotas oculares, gotas nasais. Adicionalmente, estes
podem ser selados com um polimero biodegradidvel e utilizados
como dispositivos médicos (por exemplo sutura cirdrgica, um
parafuso para utilizacdo no tratamento de fraturas O&sseas).
Contém um ou mais ingredientes ativos e sdo preparados através
de um método convencionalmente conhecido ou baseado numa
férmula utilizada geralmente.

As pomadas sdo produzidas através de um método
convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula utilizada
geralmente. Por exemplo, sdo preparadas através de suspensdo
ou fundicdo de um ou mais ingredientes ativos numa base. A base
da pomada é selecionada a partir daquelas que séo
convencionalmente conhecidas ou utilizadas geralmente. Por
exemplo, é utilizada uma substéncia Gnica ou uma mistura de duas
ou mais substincias, que sdo selecionadas a partir de acidos
gordos de cadeia longa ou ésteres de &cidos gordos de cadeia
longa (por exemplo, acido adipico, &cido miristico, é&cido
palmitico, &cido estedrico, é&cido oleico, éster de 4&cido
adipico, éster de acido miristico, éster de acido palmitico,
éster de acido estearico, éster de acido oleico), ceras (por
exemplo cera de abelha, cera de baleia, ceresina), tensioativos
(por exemplo éter alquilico de polioxietileno, éster de acido
fosférico), 4alcoois de cadeia longa (por exemplo cetanol,
adlcool estearilico, 4lcool cetoestearilico), 6leo de silicone
(por exemplo polisiloxano de dimetilo), hidrocarbonetos (por
exemplo, vaselina hidrofilica, wvaselina branca, lanolina

purificada, parafina liquida), glicdis (por exemplo,
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etilenoglicol, dietilenoglicol, propilenoglicol,
polietilenoglicol, macrogol), 6leo vegetal (por exemplo 6leo
de ricino, azeite, 6leo de sésamo, 6leo de terebentina), 6leo
animal (por exemplo &leo de marta, 6leo de gema de ovo,
esqualano, esqualeno), A&agua, aceleradores de absorcdo e
agentes de prevencdo de prurido. Adicionalmente, podem estar
contidos agentes de manutencdo da humidade, conservantes,
estabilizantes, antioxidantes, aromas.

Os géis sdo produzidos através de um método
convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula utilizada
geralmente. Por exemplo, s&o preparados através de fundicdo de
um ou mais ingredientes ativos numa base. A base do gel é
selecionada a partir dagquelas gue sdo convencionalmente
conhecidas ou utilizadas geralmente. Por exemplo, é utilizada
uma substdncia Gnica ou uma mistura de duas oumais substéncias,
que sido selecionados a partir de 4lcoois de cadeia curta (por
exemplo etanol, alcool isopropilico), agentes gelificantes
(por exemplo carboximetil celulose, hidroxietilcelulose,
hidroxipropilcelulose, etilcelulose), agentes neutralizantes
(por exemplo trietanolamina, diisopropanolamina),
tensiocativos (por exemplo monoestearato de
polietilenoglicol), gomas, &agua, aceleradores de absorcido e
agentes de prevencdo de prurido. Adicionalmente, podem estar
contidos por exemplo conservantes, antioxidantes, aromas.

Os cremes sdo produzidos através de um método
convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula utilizada
geralmente. Por exemplo, sdo preparados através de fundicdo ou
emulsificacdo de um ou mais ingredientes ativos numa base. A
base do creme é selecionada a partir daguelas gque sdo
convencionalmente conhecidas ou utilizadas geralmente. Por
exemplo, é utilizada uma substéancia tnica ou uma mistura de duas
ou mais substincias, gque sdo selecionadas a partir de ésteres
de &acidos gordos de cadeia longa, &lcoois de cadeia curta,
hidrocarbonetos, adlcoois poliidricos (por exemplo

propilenoglicol), 1,3 butilenoglicol), 4lcoois de cadeia longa
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(por exemplo 2-hexildecanol, cetanol), emulsificantes (por
exemplo ésteres alquilicos de polioxietileno, ésteres de
adcidos gordos), agqua, aceleradores de absorcdo e agentes de
prevencdo de erupcdes cuténeas. Adicionalmente, podem estar
contidos conservantes, antioxidantes, aromas e semelhantes.

As fomentacdes sdo produzidas através de um método
convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula utilizada
geralmente. Por exemplo, sdo preparadas através de fundicéo de
um ou mais ingredientes ativos numa base e posteriormente
dispersédo e revestimento do material amassado resultante num
suporte. A base da fomentacdo é selecionada a partir daquelas
gue sdo convencionalmente conhecidas ouutilizadas geralmente.
Por exemplo, é utilizada uma substédncia Unica ou uma mistura
de duas ou mais substidncias, que sdo selecionadas a partir de
espessantes (por exemplo acido poliacritico,
polivinilpirrolidona, acacia, amido, gelatina,
metilcelulose), agentes humidificantes (por exemplo ureia,
glicerol, propilenoglicol), agentes de carga (por exemplo
caulim, 6xido de zinco, talco, cdlcio, magnésio), 4gua, agentes
solubilizantes, espessantes e agentes de prevencdo de erupcdes
cuténeas. Adicionalmente, podem estar contidos por exemplo
conservantes, antioxidantes, aromas.

As preparacdes adesivas sdo produzidas através de um
método convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula
utilizada geralmente. Por exemplo, sdo preparadas através de
fundicdo de um ou mais ingredientes ativos numa base e
posteriormente dispersdo e revestimento do material resultante
num suporte. A base da preparacdo adesiva é selecionada a partir
daguelas gque sdo convencionalmente conhecidas ou utilizadas
geralmente. Por exemplo, é utilizada uma substédncia uUnica ou
uma mistura de duas ou mais substadncias, que sdo selecionadas
a partir de bases poliméricas, 6leos e gorduras, acidos gordos
de cadeia longa, espessantes e agentes de prevencdo de erupcdes
cuténeas. Adicionalmente, podem estar contidos por exemplo

conservantes, antioxidantes, aromas.
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Os linimentos sdo produzidos através de um método
convencionalmente conhecido ou baseado numa férmula utilizada
geralmente. Por exemplo, sdo preparados através de dissolucéao,
suspensdo ou emulsificacdo de um ou mais ingredientes ativos
numa substdncia Unica ou duas ou mais substéncias selecionadas
a partir de por exemplo agua, alcoois (por exemplo etanol,
polietilenoglicol), &cidos gordos de cadeia longa, glicerol,
sabdo, emulsificantes, agentes de suspensdo. Adicionalmente,
podem estar contidos por exemplo conservantes, antioxidantes,
aromas.

Para além dos diluentes wutilizados geralmente, as
pulverizacdes e inalacgdes podem conter estabilizantes tais
como hidrogenossulfito de sbédio e agentes tamponantes capazes
de proporcionar tonicidade, por exemplo, agentes de tonicidade
tals como cloreto de sdédio, citrato de sdédio e &dcido citrico.
S&0 descritos ilustrativamente métodos de producdo de
pulverizacdes em, por exemplo, Patente U.S. N.° 2.868.691 e
Patente U.S. N.°. 3.095.355.

S&o incluidas solucgdes, suspensdes, emulsdes e injecdes
sb6lidas que s&o utilizadas através de dissolucdo ou suspenséo
num solvente anteriormente a utilizacdo nas injecdes para
administracdo parentérica. As injecdes s&o utilizadas através
de dissolucdo, suspensdo ou emulsificacdo de um ou mais
ingredientes ativos num solvente. Estas injecdes podem ser
injetadas por exemplo numa veia, uma artéria, masculo, sob a
pele, no cérebro, numa articulacdo, num 0sSso e outras regides
tépicas de 6rgdos, ou administradas diretamente utilizando um
cateter wvascular sanguineo equipado com agulha. Como o
solvente, sdo utilizados por exemplo, Aagua destilada para
injecdo, solucdo salina fisioldgica, bleo vegetal, alcoois
tais como propilenoglicol, polietilenoglicol e etanol, e uma
combinacdo dos mesmos. Adicionalmente, tais injecdes podem
conter por exemplo um estabilizante, um agente auxiliar de
solubilizacdo (por exemplo adcido glutémico, acido aspéartico,

Polysorbate 80 (marca comercial registada)), um agente de
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suspensdo, um agente emulsificante, um agente suavizante, um
agente tamponante, um conservante. Estes sdo produzidos
através de esterilizacdo na etapa final ou através de uma
operacdo asséptica. Adicionalmente, é possivel preparar uma
preparacdo sélida asséptica, tal como uma preparacido seca por
congelamento, e utilizar a mesma através de dissolucdo em adgua
destilada esterilizada ou asséptica para injecdo ou outro
solvente anteriormente a sua utilizacdo.

As gotas oculares para administracdo parentérica incluem
um liquido de gotas oculares, um liquido de gotas oculares de
tipo suspensdo, um liguido de gotas oculares de tipo emulséo,
um liquido de gotas oculares de tipo dissolucdo anterior a
utilizacdo e uma pomada ocular.

Estas gotas oculares sdo produzidas de acordo com um
método convencionalmente conhecido. Por exemplo, s&o
utilizadas através de dissolucdo, suspensdo ou emulsificacédo
de um ou mais ingredientes ativos num solvente. Como solvente
de gotas oculares, sdo utilizados por exemplo adgua purificada
esterilizada, solucdo salina fisioldgica, outros solventes
aquosos ou solventes ndo aquosos para injecdo (por exemplo,
6leo vegetal) e combinacdes dos mesmos. Se necessario, as gotas
oculares podem conter adicionalmente substancias
opcionalmente selecionadas a partir de por exemplo agentes de
tonicidade (por exemplo cloreto de sbédio, glicerol
concentrado), agentes tamponantes (por exemplo fosfato de
sbédio, acetato de sdédio), tensiocativos (por exemplo
Polysorbate 80 (marca comercial registada), estearato de
polioxilo 40, éleo de ricino endurecido com polioxietileno),
estabilizantes (por exemplo citrato de sédio, edetato de
sbdio), antissépticos (por exemplo cloreto de benzalcdnio,
parabeno) .

Estes sdo produzidos através de esterilizacdo na etapa
final ou através de uma operacdo asséptica. Adicionalmente, é
possivel preparar uma preparacdo sélida asséptica, tal como uma

preparacdo seca por congelamento, e utilizar a mesma através
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de dissolucdo em agua purificada destilada esterilizada ou
asséptica ou outro solvente anteriormente & sua utilizacéo.

Como 1inalacdes para administracdo parentérica, sdao
incluidos aerossdis, pds para inalacdo ou solucdes para
inalacdo, e as ditas soluc¢des para inalacdo podem estar numa
forma que é utilizada através de dissolucdo ou suspensido em agua
ou outro solvente adequado anteriormente a sua utilizacéo.

Estas inalacdes s&o produzidas de acordo com métodos
convencionalmente conhecidos.

Por exemplo, No caso de solucgdes para inalacdo, estas sdo
preparadas ao selecionar opcionalmente por exemplo
antissépticos (por exemplo cloreto de benzalcdnio, parabeno),
agentes corantes, agentes tamponantes (por exemplo fosfato de
sédio, acetato de sédio), agentes de tonicidade (por exemplo
cloreto de sdédio, glicerol concentrado), espessantes (por
exemplo polimero de carboxivinilo), aceleradores de absorcédo
se necessario.

No caso de pds para inalacdo, estes sdo preparados ao
selecionar opcionalmente por exemplo lubrificantes (por
exemplo acido estedrico e um sal do mesmo), aglutinantes (por
exemplo, hidroxipropilcelulose, dextrina), agentes de carga
(por exemplo lactose), agentes de carga (por exemplo lactose,
agentes corantes, antissépticos (por exemplo cloreto de
benzalcdnio, parabeno), aceleradores de absorcao, se
necessario.

Quando s&o administradas solucgdes para inalacdo, é
geralmente utilizado um pulverizador (atomizador ou
nebulizador), e ¢é geralmente utilizado um dispositivo de
administracdo por inalacédo para pds quando sdo utilizados pds
para inalacéo.

Relativamente a outras composicdes para administracdo
parentérica, estdo incluidos por exemplo supositédrios para
administracdo retal, pessarios para administracdo vaginal, que
contém um ou mais ingredientes ativos e sdo formulados da forma
habitual.
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Aplicacdo as regides tépicas:

Relativamente a administracdo tdépica de acordo com a
presente invencéo, o método de administracdo ndo é
particularmente limitado, contanto que possa ser fornecido o
agente da presente invencdo ou um farmaco concomitante do
agente da presente invencdo com outro agente a regides de uma
doenca. 0Os seus exemplos incluem injecdes e agentes de
embebimento a ser utilizados em misculo, sob a pele, e na pele,
vasos sanguineos, musculo cardiaco, alvéolos, partes de
articulacdes, vértebras, partes 6sseas, partes da raiz dental,
6rgdos lesionados, preparacdes contendo dispositivos médicos
nas quais o agente da presente invencdo ou um farmaco
concomitante do agente da presente invencdo com outro agente
esteja contido num dispositivo médico (por exemplo stent,
parafuso de fixacéo, fixador, linha), ou agentes de
revestimento revestidos com 0s mesmos, preparacdes sdlidas
tais como grdnulos e pds, preparacdes adesivas, géis, pomadas,
peliculas, preparacdes encerradas num polimero biodegradavel,
ou dispositivos médicos encerrados.

Relativamente & preparacdo persistente da presente
invencdo, a preparacdo farmacéutica ndo é limitada, contanto
gque o 1ingrediente ativo possa ser fornecido de forma
persistente a uma regido de uma doenca. Os seus exemplos incluem
injecdes de libertacdo sustentada (por exemplo, preparacdes de
microcdpsulas, preparacdes de microesferas, preparacdes de
nanoesferas), preparacdes de embebimento (por exemplo,
preparacdes de pelicula), pomadas, revestimentos nos gquais o
ingrediente ativo estd contido ou revestido num dispositivo
médico (por exemplo stent, parafuso de fixacdo, fixador,
sutura) .

As preparacgles de microesferas da presente invencdo sdo
composicdes farmacéuticas de particulas finas com um polimero
biodegradéavel, que contém um ingrediente ativo como
ingrediente ativo.

Estd presente um polimero biocabsorvivel no sistema de

25



EP2465537B1

libertacdo de farmaco sustentada da presente invencido, que é
alcancado através de um polimero natural ou um polimero
sintético. O mecanismo para controlar a taxa de libertacdo
sustentada a partir do mesmo inclui um tipo de controlo da
degradacdo, um tipo de controlo da dispersdo, um tipo de
controlo da permeacdo da membrana.

Exemplos do polimero natural Como 0 polimero
bioabsorvivel da presente invencdo incluem polissacarideos
produzidos por plantas (por exemplo, celulose, amido, acido
alginico), polissacarideos e proteinas produzidos por animais
(por exemplo, quitina, guitosano, <colagénio, gelatina,
albumina, glicosaminoglucano) e poliésteres e polissacarideos
produzidos por microorganismos (por exemplo,
poli-3-hidroxialcanoato, &acido hialurdnico).

Igualmente, exemplos do polimero biodegradavel incluem
polimeros de ésteres de 4cidos gordos ou copolimeros dos
mesmos, ésteres de acido poliacrilico, adcidos
poliidroxibutiricos, oxalatos de polialguileno,
poliortoésteres, &cidos de policarbonato e poliamino, dque
podem ser utilizados por si sbés ou como uma mistura dos mesmos.
Exemplos dos polimeros de éster de dcidos gordos ou copolimeros
dos mesmos incluem &cido polilédrico, &cido poliglicédlico,
4dcido policitrico, 4cido polimélico, succinato de polietileno,
succinato de polibutileno, poli-eg-caprolactona, adipato de
tereftalato de polibutileno ou copolimero de Aacido
latico-acido glicdlico, que podem ser utilizados por si sds ou
como uma mistura dos mesmos. Adicionalmente a estes, podem ser
utilizados éster de 4cido poli o-ciancacrilico, 4acido
poli-B-hidroxibutirico, oxato de politrimetileno,
poliortoéster, poliortocarbonato, carbonato de polietileno,
adcido poli-y-benzil-glutamico, d4lcool polivinilico, carbonato
de poliéster, anidrido de poliadcido, policianocacrilato,
polifosfazina ou poli-L-alanina por si sdés ou como uma mistura
dos mesmos. E preferido &4cido polildtico, &cido poliglicédlico

ou um copolimero de acido latico-acido glicdlico, e é mais
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preferido um copolimero de acido latico-acido glicédlico.

A massa molecular média destes polimeros biodegradaveis
de massa molecular elevada a ser utilizados na presente
invencdo é preferentemente desde cerca de 2.000 até cerca de
800.000, mais preferentemente desde cerca de 5.000 até cerca
de 200.000. Por exemplo, no caso de acido polilédtico, a sua
massa molecular média ponderada é preferentemente desde cerca
de 5.000 até cerca de 100.000. E mais preferentemente desde
cerca de 6.000 até cerca de 50.000. O &cido poliladtico pode ser
sintetizado de acordo com o) método de producéo
convencionalmente conhecido. No caso de copolimero de acido
latico-acido glicdlico, a sua razdo de composicdo de acido
latico e 4cido glicdlico preferentemente desde cerca de 100/0
até cerca de 50/50 (p/p), particularmente preferentemente
desde cerca de 90/10 até cerca de 50/50 (p/p). Amassa molecular
média ponderada do copolimero de dcido latico-&cido glicdlico
é preferentemente desde cerca de 5.000 até cerca de 100.000.
E mais preferentemente desde cerca de 10.000 até cerca de
80.000. O Copolimero de acido latico-acido glicdlico pode ser
sintetizado de acordo com o método de producéo
convencionalmente conhecido. Adicionalmente, de forma a
controlar o rebentamento inicial, podem ser utilizados
aminoadcidos béasicos (por exemplo, acido alginico).

De acordo com a descricdo, a massa molecular média
ponderada é uma massa molecular a base de poliestireno medida
através de uma cromatografia de permeacdo de gel (GPC).

O polimero biodegradavel de massa molecular elevada
descrito acima pode ser alterado dependendo da forca da
atividade farmacoldgica do ingrediente ativo e da libertacdo
de farmaco de interesse, contanto gque o objetivo da presente
invencdo seja alcancado, e por exemplo, é utilizado numa
quantidade de desde cerca de 0,2 até cerca de 10.000 vezes
(razdo de massa), preferentemente desde cerca de 1 até cerca
de 1.000 vezes (razdo de massa), mals preferentemente desde

cerca de 1 até cerca de 100 vezes (razdo de massa), com base
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na dita substéncia fisiologicamente ativa.

As microesferas da presente invencdo podem ser produzidas
por exemplo através de um método de secagem por submersdo (por
exemplo, método o/a, método a/o, método a/o/a), um método de
separacdo de fases, um método de secagem por pulverizacdo, um
método de granulacdo de fluido supercritico ou um método
correspondente aos mesmos.

S&80 descritos a seguir métodos de producdo especificos de
secagem por submersdo (método o/a) e secagem por pulverizacéo.

(1) No método de secagem por submersdo (método o/a), é
primeiramente preparada uma solucdo de solvente orgdnico de
um polimero biodegradével. E preferivel que o solvente
orgadnico a ser utilizado na producdo das microesferas da
presente invencdo tenha um ponto de ebulicdo de 120 °C ou
menos. Exemplos do solvente orgédnico incluem hidrocarbonetos
hidrogenados (por exemplo, diclorometano, clorofdérmio),
ésteres alifaticos (por exemplo, acetato de etilo), éteres,
hidrocarbonetos aromaticos, cetonas (por exemplo acetona).
Podem ser utilizados dois ou mais dos mesmos misturando numa
razdo opcional. Um solvente orgénico desejavel é
diclorometano ou acetonitrilo. O solvente orgénico é
preferentemente diclorometano. A concentracdo do polimero
biodegradavel na solucdo de solvente orgénico varia
dependendo por exemplo da massa molecular do polimero
biodegradavel, do tipo de solvente orgdnico, mas é geralmente
selecionada dentro do intervalo de desde cerca de 0,01 até
cerca de 80% (v/p). E mais preferentemente desde cerca de 0,1
até cerca de 70% (v/p), mais preferentemente desde cerca de
1 até cerca de 60% (v/p).

E adicionado um ingrediente ativo e dissolvido na solucédo de
solvente orgénico como tal obtida de polimero biodegradavel.
A gquantidade deste ingrediente ativo a ser adicionado varia
dependendo por exemplo do tipo de agente, acdo de
angiogénese, periodo de tempo de efeito persistente, mas é

desde cerca de 0,001% até cerca de 90% (p/p), preferentemente
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desde cerca de 0,01% até cerca de 80% (p/p), mais
preferentemente desde cerca de 0,3% até cerca de 30% (p/p),
como concentracdo do polimero biodegradavel de massa
molecular elevada na solucdo de solvente orgdnico.

A seguir, a solucdo de solvente orgédnico consequentemente
preparada é adicionalmente adicionada a uma fase de agua para
formar uma emulsdo o/w utilizando por exemplo um agitador
como emulsificador. O volume da fase de a&gua neste caso é
selecionado geralmente a partir de cerca de 1 vez até 10.000
vezes do volume da fase de 6leo. Isto é selecionado mais
preferentemente desde cerca de 2 vezes até cerca de 5.000
vezes. Isto é selecionado particularmente preferentemente a
partir de desde cerca de 5 vezes até cerca de 2.000 vezes.
Pode ser adicionado um agente emulsificante a fase de agua
da fase exterior descrita acima. O agente emulsificante pode
ser qualgquer agente que possa geralmente formar uma emulsédo
o/a estavel. Exemplos do agente emulsificante incluem um
tensiocativo anidénico, um tensiocativo ndo idénico, um derivado
de 6leo de ricino de polioxietileno, polivinilpirrolidona,
adlcool polivinilico, carboximetilcelulose, lecitina,
gelatina. Estes podem ser utilizados numa combinacdo
opcional. A concentracdo do agente emulsificante na fase de
dgua exterior é preferentemente desde cerca de 0,001% até
cerca de 20% (p/p). E mais preferentemente desde cerca de
0,01% até cerca de 10% (p/pP), particularmente
preferentemente desde cerca de 0,05% até cerca de 5% (p/p) .
E empregue um método geralmente utilizado para a evaporacéo
de solvente na fase de 6leo. O método é levado a cabo sob
pressdo vulgar ou reduzindo gradualmente a pressdo enquanto
agitando utilizando por exemplo um agitador ou agitador
magnético, ou utilizando por exemplo um evaporador rotativo
enquanto ajustando o grau de vacuo. Apds fracionamento das
microesferas conseguentemente obtidas através de
centrifugacdo ou filtracdo, o ingrediente ativo livre,

agente emulsificante e semelhantes aderidos a superficie das
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microesferas sdo lavados varias vezes repetidamente com, por
exemplo, uma solucdo de tensicativo ou um 4alcool, e as
microesferas resultantes s&o novamente dispersas em por
exemplo adgua destilada ou um meio de dispersdo contendo um
agente de carga (por exemplo manitol, sorbitol, lactose, etc)
e secas por congelamento. Relativamente ao método o/a
descrito acima, podem ser produzidas microesferas através de
um método no qual um ingrediente ativo é disperso numa solucéo
de solvente orgénico de polimer biodegradavel, nomeadamente
um método e/o/a.

(2) Quando sdo produzidas microesferas através de um método
de secagem por pulverizacdo, ¢é pulverizado um solvente
orgdnico no qual s&o dissolvidos um polimero biodegradéavel
e um ingrediente ativo, ou uma emulsédo dos mesmos, numa camara
de secagem de um dispositivo de secagem por pulverizacdo
(secador por pulverizacédo) utilizando, umbocal, e o solvente
orgadnico ou &gua nas goticulas de particulas final &
evaporada num periodo de tempo extremamente curto para
preparar microesferas. Relativamente ao bocal, existem por
exemplo um tipo de bocal de fluido duplo, um tipo de bocal
por pressdo ou um tipo de disco rotativo.

Neste caso, para o propdsito de prevenir agregacdo de
microesferas, se necessario, é eficaz pulverizar um solvente
orgénico ou solucdo aquosa de um agente de prevencdo da
agregacdo (por exemplo manitol, lactose, gelatina) através de
outro bocal, simultaneamente com a pulverizacdo da emulsdo o/a.
Relativamente as microesferas consequentemente obtidas, é
levada a cabo remocdo mais completa de adgua e solvente nas
microesferas sob uma pressdo reduzida, com aquecimento, se
necessario.

As microesferas da presente invencdo podem ser fabricadas
em varias formas farmacéuticas de preparacédo farmacéutica, por
exemplo, como tal, ou utilizando uma composicdo farmacéutica
esférica, em canas, em agulhas, em parafusos, filamentosa, em

sedimento, em pelicula ou em forma de creme como a substincia
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do material.

Adicionalmente, ao utilizar esta preparacéio
farmacéutica, esta pode ser administrada como preparacdes
parentéricas para administracédo tépica (por exemplo, injecdes
e agentes de embebimento a ser utilizados por exemplo em
musculo, sob a pele, e na pele, musculo cardiaco, cavidade
abdominal, brdnquios, wvasos sanguineos, alvéolos, regido
lesionada do endotélio vascular, cérebro, medula, interior da
dura mater, exterior da dura mater, partes de articulacdes,
vértebras, partes 6sseas, partes periodontais, varios érgios,
preparacdes sdlidas tais como grénulos e pds, preparacdes
ligquidas tais como suspensdes, preparacdes adesivas,
preparacdes de pelicula, pomadas, preparacdes contendo
dispositivos médicos nas quais o ingrediente ativo estéd contido
num dispositivo médico (por exemplo stent, parafuso, fio de
sutura), agentes de revestimento revestidos com 0s mesmos.
Adicionalmente, pode ser diretamente administrada em, por
exemplo, uma regido isquémica de musculo cardiaco utilizando
por exemplo cateter vascular sanguineo.

Por exemplo, quando as microesferas sdo formadas em
injecdes, podem ser obtidas preparacdes farmacéuticas praticas
ao formar as microesferas em suspensdes aquosas em conjunto com
por exemplo um agente dispersante, um conservante, um agente
de tonicidade, um agente tamponante, um agente de ajuste do pH.
Igualmente, sdo formadas em injecdes que podem ser utilizadas
de maneira pratica como suspensdes oleosas através de disperséo
em conjunto com um &leo vegetal ou a sua mistura com
fosfolipidos tais como lecitina, ou um triglicerideo de acidos
gordos de cadeia média (por exemplo, Migliol 812).

O tamanho de particula das microesferas, por exemplo
quando utilizadas como injecdes de suspensdo, pode estar num
tal intervalo que o seu grau de dispersdo e propriedades de
atravessamento de agulha sejam satisfeitos, e pode ser
exemplificado um intervalo de desde cerca de 0,1 até cerca de

300 300 um como tamanho de ©particulas médio. Esté
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preferentemente no intervalo de desde cerca de 1 até cerca de
150 ym, mais preferentemente um tamanho de particulas no
intervalo de desde cerca de 2 até cerca de 100 um. Conforme
descrito anteriormente, ¢é preferivel qgue a composicdo
farmacéutica da presente invencdo seja uma suspensido. E
preferivel que a composicdo farmacéutica da presente invencédo
esteja na forma de particulas finas. Isto é devido a que a
composicdo farmacéutica ndo confere aos pacientes excesso de
dor quando administrada através de uma agulha que é utilizada
para injecdo subcutédnea ou intramuscular habitual. A
composicdo farmacéutica da presente invencéo é particularmente
preferivel como injecdes. Quando as microesferas sdo formadas
em preparacdes estéreis, pode ser empregue por exemplo um
método no qual todas as etapas de producdo sdo levadas a cabo
sob condicdes assépticas, um método no qual sdo esterilizadas
com raios gama, um método no qual é adicionado um antisséptico,
embora ndo esteja particularmente limitado.

A acdo do ingrediente ativo da composicédo farmacéutica da
presente invencdo tem uma propriedade de libertacédo
sustentada, e o periodo de libertacdo sustentada varia
dependendo do tipo, quantidade de mistura e semelhantes do
polimero Dbiodegradivel, tem um periodo de libertacéo
sustentada de geralmente entre 1 semana e 3 meses, de tal forma
a poder ser wutilizada como um acelerador da inducdo da
diferenciacdo de células estaminais ou um acelerador da
angiogénese ao acelerar a producdo de varios fatores de
reparacdo enddgenos em regides de doenca orgdnica (isquémica).

Embora a dose da composicdo farmacéutica da presente
invencdo varie dependendo por exemplo do tipo e teor do
ingrediente ativo, formas farmacéuticas, periodo de tempo
persistente da libertacdo do féarmaco, do animal a ser
administrado, pode ser uma guantidade eficaz do ingrediente
ativo. Por exemplo, quando a composicdo é utilizada como
microesferas numa regido isquémica, pode ser administrada a uma

dose de desde cerca de 0,001 mg até 500 mg, preferentemente
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desde cerca de 0,01 mg até 50 mg, por dose, como o componente
ativo por adulto (50 kg de massa corporal), desde uma vez por
dia até uma vez cada 3 meses.

Adicionalmente, para por exemplo frio, dorméncia,
claudicacdo intermitente, dor no repouso, Ulceras da pele nos
membros no caso de por exemplo ASO, doenca de Buerger,
neuropatia diabética, é preferivel levar a cabo administracéo
intramuscular do agente da presente invencdo ou da sua
preparacdo persistente, por exemplo, na regido doente ou na
proximidade da mesma continuamente durante um periodo de
aproximadamente desde uma vez por dia até 4 semanas.

Para por exemplo enfarte do miocadrdio, angina de peito,
é preferivel levar a cabo diretamente administracédo
intramuscular do agente da presente invencdo ou da sua
preparacdo persistente, por exemplo, na regido do musculo
cardiaco isquémico ou na proximidade do mesmo, e é preferivel
levar a cabo a administracdo diretamente sob toracotomia ou
utilizando por exemplo um cateter vascular sanguineo equipado
com agulha. Relativamente ao periodo de administracdo, é
preferivel levar a cabo a administracdo intramuscular
continuamente, por exemplo, durante um periodo de
aproximadamente desde uma vez por dia até 4 semanas.

No caso de por exemplo osteoporose, dano do tecido
periodontal, fratura o&éssea, osteoartrite, ¢é preferivel
administrar o agente da presente invencdo ou a sua preparacao
persistente por si sé, ou através de mistura com por exemplo
um cimento ésseo, um lubrificante articular, uma ferramenta
protésica topicamente na regido doente ou na proximidade da
mesma.

No caso por exemplo de hipertensdo pulmonar ou COPD, é
preferivel levar a cabo inalacdo do agente da presente invencdo
ou da sua preparacdo persistente como solugdes para inalacéo
ou pbds para inalacdo.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Fig. 1 mostra um resultado medido de acdo de aceleracédo da
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formacéo de brgédos 0Ccos do Composto 1 (dcido
(E)-(5-(2-[1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxiletil] -7
,8-diidronaftalen-1-iloxilacético).
A Fig. 2 mostra um resultado de teste de libertacdo da
preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 1.
A Fig. 3 mostra um resultado de teste de libertacdo da
preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2.
A Fig. 4 mostra um resultado de teste de libertacdo da
preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 3.
A Fig. 5 mostra um resultado medido de acdes de aceleracédo
da formacido de 6érgdos ocos do Composto de Referéncia 3 (4cido
(52,9p,11x,13E)-17,17-propano-11,16-diidroxi-9-cloro-20-n
orprost-5,13-dienoico) e Composto de Referéncia 4 (a&cido
(l1la,13E,15a) -9-ox0-11, 15-diidroxi-16- (3-metoximetilfenil
y-17,18,19,20-tetranor-5-tiaprost-13-enoico).
Melhor Modo para Levar a Cabo a Invencao
S840 mostrados a seguir testes farmacoldgicos como
exemplos da presente invencdo, mas estes destinam-se ao
entendimento minucioso da presente invencdo e ndo limitam o
admbito da presente invencdo. A este respeito, foram aplicadas
melhoria da precisdo da medicdo e modificacdo da sensibilidade
de medicdo conforme segue aos métodos de medicdo para avaliar
0s compostos da presente invencéo.
Exemplo 1
Medicdo da acdo de aceleracdo da angiogénese (in vitro):
Método de teste:
Um kit de angiogénese (fabricado pela Kurabo; constituido
a partir de células endoteliais vasculares de veia de cordao
umbilical humano normal e fibroblastos de pele humana normal)
foi cultivado durante 3 horas, e posteriormente o meio de
cultura (o meio para utilizacdo em angiogénese unido ao kit de

angiogénese foi utilizado como o meio de cultura e cultivado
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a 37 °C sob um ambiente humido de didéxido de carbono a 5% - ar
a 95%, e foi utilizada uma incubadora de didéxido de carbono
BNA-121D como a incubadora) foi mudado e foi adicionado um
agente a ser testado a cada poco (0,5 ml/poco). Foi levada a
cabo permuta do meio também no 3°, 6° e 8° dias apds o inicio
da cultura e foil adicionado o agente fresco a ser testado, O
tipo e concentracdo do agente a ser testado foram ndo tratado,
solvente (DMSO) a 0,1%, Composto 1 a 10792, 10% e 107" mol/1,
VEGF-A a 0,1, 1e10ng/ml e HGFa 0,1, 1 e 10 ng/ml, e a cultura
foi levada a cabo utilizando 3 pocos para cada concentracdo.
Foi levada a cabo fixacdo 10 dias apds o inicio da cultura, e
foi levada a cabo coloracdo de 6rgdos ocos com um anticorpo
anti-CD31 utilizando um kit de coloracdo de &érgdos ocos
(fabricado pela Kurabo). Relativamente & avaliacdo, foi
montada uma lente Chalkley Grid (uma lente de grade, fabricada
pela Kurabo) no ocular de um microscédpio, e a formacdo de drgidos
ocos foi avaliada através da contagem de interseccdes dos
pontos de disposicdo aleatdria da Chalkley Grid com o érg&o oco
formado (referindo o método de avaliacdo de J. Pathol., 177,
275-283 (1995)). A contagem foi levada a cabo a 12 posicdes por
poco, e o total foi calculado.

Relativamente ao agente a ser testado, o Composto 1 (dcido
(E)-[5-[2-[1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxiletil]-7,8
-diidronaftalen-1-iloxi]acético) foi dissolvido em sulfdxido
de dimetilo (DMSO) para preparar solucgdes a 1074, 107> e 107¢
mol/1l que foram entdo utilizadas diluindo 1/1000 vezes com o
meio de cultura.

Relativamente a VEGF-A (fator de crescimento endotelial
vascular A), a solucdo de VEGF a 2 ug/ml contida no kit de
reagente de controlo da angiogénese da Kurabo foi diluida com
0 meio de cultura e utilizada.

Relativamente a HGF (fator de crescimento de hepatdcitos
humanos), a solucdo de HGF a 5 pg/ml adquirida a partir da R
& D System-Funakoshi foi diluida com o meio de cultura e

utilizada.
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Método de andlise estatistica:

As contagens de formacdo de 6rgdos 0C0OS nos PoOCos nao
tratados foram comparadas com as dos pocos tratados com
concentracdes respetivas de amostras de teste através de teste
de Dunnett (teste bilateral). O nivel de significéncia foi
ajustado a 5%.

A este respeito, os dados foram mostrados através do valor
médio de 3 pocos e desvio padréo.

Os resultados do teste s&o mostrados na Fig. 1.
Resultados:

O Composto 1 acelerou a formacdo de o&érgdos o0cos
estatisticamente significativamente por 10% e 107 mol/1l.
Adicionalmente, o VEGF-A e HGF aceleraram a formacdo de 6rgados
ocos a uma concentracdo de 10 ng/ml. Com base nos resultados
acima, foi revelado que o Composto 1 tem um efeito de aceleracéo
da angiogénese tendo uma forca equivalente aos agentes de
controlo positivo VEGF-A e HGF num sistema de co cultura de
células endoteliais vasculares humanas e fibroblastos humanos.
Exemplo 2
Medicédo da acédo de producdo de proteinas de fator de reparacéo
enddbgeno (HGF, VEGF) (in vitro):

Método de teste:

Um kit de angiogénese (fabricado pela Kurabo; constituido
a partir de células endoteliais vasculares de veia de cordéo
umbilical humano normal e fibroblastos de pele humana normal)
foi cultivado durante 3 horas, e posteriormente o meio de
cultura (o meio para utilizacdo em angiogénese unido ao kit de
angiogénese foi utilizado como o meio de cultura e cultivado
a 37 °C sob um ambiente humido de didéxido de carbono a 5% - ar
a 95%, e foi utilizada uma incubadora de didéxido de carbono
BNA-121D como a incubadora) foi mudado e foil adicionado um
agente a ser testado a cada poco (0,5 ml/poco). O agente a ser
testado foi solvente (DMSO) a 0,1% e Composto 1 a 107 mol/1,
e a cultura foi levada a cabo utilizando 3 pocos para cada um.

Foram recolhidos sobrenadantes da cultura antes do inicio da
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cultura e 1, 2, 6, 24, 48 e 72 horas apds o inicio. As
concentracdes proteicas de VEGF e HGF nos sobrenadantes da
cultura foram medidas wutilizando um kit ELISA (R & D
system-Funakoshi) .

Relativamente ao agente a ser testado, o Composto 1 (acido
(E)-[5-[2-[1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxi]letil]-7,8
-diidronaftalen-1-iloxi]acético) foi dissolvido em sulfédxido
de dimetilo (DMSO) para preparar solucdes a 107? que foram entdo
utilizadas ao diluir 1/1000 vezes com o meio de cultura.
Método de andlise estatistica:

Os resultados dos pocos de controlo de solvente foram
comparados com os dos pocos tratados com o agente a ser testado
através de teste de Dunnett (teste bilateral). O nivel de
significancia foi ajustado a 5%.

A este respeito, os dados foram mostrados através do valor
médio de 3 pocos e desvio padrio.

Os resultados de teste apds 72 horas de cultura séo

mostrados no Quadro 1.

QUADRO 1
Agente testado HGF (pg/ml) VEGF (pg/ml)
Controlo de solvente (DMSO)| 110 £ 16 2004 + 6
Composto 1 518 £ 15H*x*x* 3034 + 30***
“**: p < 0,001 contra controlo de solvente

Resultados:

O Composto 1 acelerou a producdo de proteina de HGF e
proteina VEGF estatisticamente significativamente em
comparacdo com o controlo de solvente, através de 72 horas de
cultura a uma concentracdo de 10-7 mol/1.

Exemplo 3
Producdo de preparacdes persistentes:
Exemplo de Preparacdo 1
Foi preparada uma solucédo de diclorometano (1 ml) de 100

mg de um copolimero de Acido polildtico-acido glicdlico
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(doravante referido como "PLGA") (4dcido polildtico:écido
glicdlico = 1:1 (% em mol), massa molecular ponderal média
40.000, PLGAS5-1, fabricado pela Mitsui Kagaku) e Composto 1 (5
mg) . Fol preparada uma emulsdo O/A através da adicdo da solucéo
preparada acima a 300 ml de solucdo aquosa de é&lcool
polivinilico a 0,1% (Nacalai Tesque) (pH 3,0, ajustada com
4dcido cloridrico a 1 N) que foi agitada a 5.000 rpm utilizando
TK Robomix (Tokushu Kiki, tipo MARK II 2,5), e agitando a
mistura a temperatura ambiente durante 3 minutos. Esta emulsao
O/A fol agitada a temperatura ambiente durante 2 horas para
evaporar o diclorometano, e a fase de 6leo foil solidificada e
posteriormente centrifugada a 3.000 rpm durante 10 minutos
utilizando uma centrifugadora (Hitachi, O5PR-22) . 0
sobrenadante foi descartado, e o residuo foi disperso em agua
destilada para injecdo (35 ml) e posteriormente centrifugado
a 3.000 rpm durante 10 minutos utilizando a centrifugadora. O
sobrenadante foi descartado, e o residuo foi disperso em
solucdo de Tween 80 a 0,2% (35ml) e posteriormente centrifugado
a 3.000 rpm durante 10 minutos utilizando a centrifugadora. O
sobrenadante foi descartado, e o residuo foi disperso em agua
destilada para injecdo (35 ml) e posteriormente centrifugado
novamente a 3.000 rpm durante 10 minutos wutilizando a
centrifugadora. Descartando finalmente o sobrenadante, o
precipitado foi embebido em gelo seco-metanol, congelado e
posteriormente seco sob uma pressédo reduzida, produzindo desta
forma uma preparacdo de microesferas do Composto 1.
Exemplo de Preparacdo 2

Foi preparada uma solucdo de diclorometano (1 ml) de 100

mg de um copolimero de A&acido polildtico-acido glicdlico

(doravante referido como "PLGA") (acido polilatico:écido
glicélico = 1:1 (% em mol), massa molecular ponderal média

20.000, PLGA5020, Wako Pure Chemical Industries) e Composto 1
(5 mg). Posteriormente, foi levada a cabo a mesma operacdo do
Exemplo de Preparacdo 1 para produzir uma preparacdo de

microesferas do Composto 1.
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Exemplo de Preparacao 3

Foi preparada uma solucdo de diclorometano (3 ml) de 100
mg de um copolimero de &dcido polilatico-acido glicédlico (a ser
doravante referido como "PLGA") (Acido polildtico:écido
glicdlico = 1:1 (% em mol), massa molecular ponderal média
40.000, PLGAS5-1, fabricado pela Mitsui Kagaku) e Composto 1 (5
mg) . Posteriormente, foi levada a cabo a mesma operacido do
Exemplo de Preparacdo 1 para produzir uma preparacdo de
microesferas do Composto 1.
Exemplo de Teste de Preparacdo 1
Medicdo da eficadcia de inclusédo:

As microesferas produzidas nos Exemplos de Preparacédo 1,
2 e 3 (respetivamente cerca de 10 mg) foram misturadas com uma
solucdo de acetonitrilo contendo um padrdo interno adequado e
dissolvidas ao levar a cabo um tratamento ultrassédnico. O teor
de Composto 1 de cada uma das solucgdes foi medido através de
uma cromatografia liquida de alto desempenho, e a eficidcia de
inclusdo do Composto 1 na microesfera foi calculada através da
seguinte férmula.

slusfo. (%) = (teor encontrado/tecr caloulado} x 100

Como resultado, a preparacdo de microesferas do Exemplo
de Preparacdo 1 mostrou uma eficdcia de inclusédo de 70,9%, a
preparacdo de microesferas do Exemplo de Preparacdo 2 mostrou
uma eficdcia de inclusédo de 100% e a preparacdo de microesferas
do Exemplo de Preparacdo 3 mostrou uma eficdcia de inclusédo de
74,3%.
Exemplo de Teste de Preparacdo 2: Teste de libertacdo in vitro:

Cada uma das preparacdes de microesferas produzidas nos
Exemplos de Preparacdo 1, 2 e 3 foil adicionada a Tween 80 a 0,2%
1/15 M tampdo fosfato pH 6,8 até uma concentracdo de 100 pug/ml
como agente e dispersa uniformemente através de tratamento
ultrassénico utilizando vértice. Isto foil distribuido a 1 ml
em recipientes e colocado num forno a temperatura constante de
37 °C. Os recipientes foram periodicamente amostrados e

centrifugados a 12.000 rpm durante 5 minutos, e a quantidade
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residual de Composto 1 em microesferas do sedimento foi medida
através de uma cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) .

Os resultados da preparacdo de microesferas produzida no
Exemplo de Preparacido 1 sdo mostrados na Fig. 2, e os resultados
da preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 na Fig. 3, e o0s resultados da preparacdo de
microesferas produzida no Exemplo de Preparacdo 3 na Fig. 4.

A este respeito, a razdo residual das Figs. 2, 3 e 4
significa uma razdo de Composto 1 restante nas microesferas
para a inicial.

Como resultado, a preparacdo de microesferas do Exemplo
de Preparacdo 1 libertou cerca de 40% do agente durante 14 dias,
e a preparacdo de microesferas do Exemplo de Preparacido 2
libertou a guantidade total durante cerca de 10 dias. A
preparacdo de microesferas do Exemplo de Preparacdo 3 libertou
cerca de 60% durante 28 dias.

Exemplo 4
Teste de angiogénese (teste in vivo) utilizando modelo de
isquemia de pata de rato (arteriosclerose obliterante (ASO)):

O modelo de isquemia da pata foi preparado ligando a
artéria femoral da pata de ratos. O fluxo sanguineo das patas
traseiras foi medido utilizando Laser Doppler Imager (Moor
Instruments) 2 semanas apds a preparacdo, € os animais foram
divididos em 6 grupo (n = 5) de tal forma que o valor médio de
fluxo sanguineo se tornou quase uniforme.

Com 1inicio no dia a seguir ao agrupamento, foram
administrados 0,1 ml/sitio, 2 sitios, do agente a ser testado
através de injecdo intramuscular no adutor femoral esquerdo,
uma vez por semana, 4 vezes em total como uma solucdo a ser
testada. Uma semana apds a conclusdo da administracdo final,
os fluxos sanguineos das patas traseiras foram medidos
utilizando Laser Doppler Imager (Moor Instruments), e os fluxos
sanguineos da para tratada (pata esquerda) e pata ndo tratada
(pata direita) foram comparados e examinados. Os resultados de

pata tratada/parta ndo tratada (%) sdo mostrados no Quadro 2.
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A este respeito, a construcdo da solucdo a ser testada é
conforme seqgue. Grupo de solvente (controlo): solucdo de Tween
80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

Grupo de Polimero:

O copolimero de 4cido polildtico-4cido glicdlico
utilizado no Exemplo de Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do
Composto 1 foi suspenso em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2
ml). A este respeito, a quantidade de copolimero de &cido
polilatico/acido glicdlico é idéntica a quantidade contida no
Composto 1 MS (1 mg).

Grupo de Composto 1 (1 mg):

Foi suspenso Composto 1 em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v
(0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (0,01 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do Composto 1 foi suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (0,1 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,1 mg do Composto 1 foil suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacédo 2 contendo 1 mg do Composto 1 foi suspensa em solucdo
de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

QUADRO 2

~ Razdo de fluxo sanguineo de pata
Solucdo a ser testada ~
tratada/pata ndo tratada (%)

Controlo 67,3 £ 5,1

Polimero, 68,7 £ 4,1
Composto 1 (mg) 76,2 + 2,8+

Composto 1 MS (0,01 mg) 74,0 = 7,1
Composto 1 MS (0,1 mg) 78,3 + 4,6*##

Composto 1 MS (mg) 89,0 * 4,4* #4883
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**: diferenca significativa do Controlo a p<0,01 (teste t de
Student)
#*t: diferenca significativa do Polimero a p<0,01 (teste t de
Student)
$%: diferenca significativa do Composto 1 a p<0,01 (teste t

de Student)

Resultados:

Embora tenha sido constatada recuperacédo significativa de
fluxo sanguineo contra o Controlo inclusive através da
administracdo de Composto 1 (1 mg) por si sb, foili observado
efeito demelhoria do fluxo sanguineo adicionalmente mais forte
do gue o Composto 1 (1 mg) através da administracdo da
preparacdo de microesferas (MS) (Exemplo de Preparacdo 2) do
Composto 1.

Em comparacdo com o grupo de polimero, foi constatado
efeito de melhoria do fluxo sanguineo correlacionado com a dose
na preparacdo de Composto 1 MS, e foil constatada acéo
significativa de efeito de melhoria do fluxo sanguineo no
Composto 1 MS (0,1 mg) e Composto 1 MS (1 mg).

Exemplo 5

Teste de angiogénese utilizando modelo de isquemia de pata de
rato (arteriosclerose obliterante (ASO)); determinacdo da dose
minima eficaz (teste in vivo):

O modelo de isquemia da pata foi preparado ligando a
artéria femoral da pata de ratos. O fluxo sanguineo das patas
traseiras foil medido utilizando Laser Doppler Imager (Moor
Instruments) 1 semana apds a preparacdo, e os animais foram
divididos em 4 grupo (n = 5) de tal forma que o valor médio de
fluxo sanguineo se tornou gquase uniforme.

Com inicio no dia a seguir ao agrupamento, 0,1 ml/sitio,
2 sitios, do agente a ser testado através de injecéo
intramuscular no adutor femoral esquerdo (grupo de polimero,
grupo de Composto 1 MS), uma vez por semana, 4 vezes em total

como uma solucdo a ser testada. Uma semana apds a conclusido da
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administracdo final, os fluxos sanguineos das patas traseiras
foram medidos wutilizando Laser Doppler Imager (Moor
Instruments), e os fluxos sanguineos da para tratada (pata
esquerda) e pata ndo tratada (pata direita) foram comparados
e examinados. Os resultados de pata tratada/parta ndo tratada
(%) sdo mostrados no Quadro 3.

A este respeito, a construcdo da solucdo a ser testada é
conforme segue.
Grupo de Polimero:

O copolimero de A&cido polildtico-4cido glicdlico
utilizado no Exemplo de Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do
Composto 1 foi suspenso em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2
ml). A este respeito, a quantidade de copolimero de &cido
polilatico/acido glicdlico é idéntica a quantidade contida no
Composto 1 MS (0,1 mg).

Grupo de Composto 1 MS (0,03 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,03 mg do Composto 1 foi suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (0,1 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,1 mg do Composto 1 foi suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (0,3 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,3 mg do Composto 1 foil suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

QUADRO 3

Razdo de fluxo sanguineo de pata
Solugdo a ser testada ~
tratada/pata ndo tratada (%)

Polimero 57,3 + 4,5
Composto 1 MS (0,03 mg) 65,1 + 3,7
Composto 1 MS (0,1 mg) 68,4 + 3,2

Composto 1 MS (0,3 mg) 72,7 £ 4,6
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*c

p<0,05 contra. Polimero (teste t de Student)

*k o,
.

p<0,01 contra. Polimero (teste t de Student)

Resultados:

Em comparacdo com o grupo de polimero, foi constatado
efeito demelhoria do fluxo sanguineo correlacionado com a dose
na preparacdo de microesferas (MS) do Composto 1, e foi
constatada acdo significativa de efeito de melhoria do fluxo
sanguineo no Composto 1 MS (0,03 mg). Isto, j& que ndo foi
constatada acdo significativa de efeito de melhoria do fluxo
sanguineo no Composto 1 MS (0,01 mg) no Exemplo 4, foi sugerido
que a dose minima eficaz ¢ 0,03 mg.

Exemplo 6

Teste de angiogénese utilizando modelo de isquemia de pata de
rato (arteriosclerose obliterante (ASO)); utilidade da
administracdo tépica

(teste in vivo):

O modelo de isquemia da pata foi preparado ligando a
artéria femoral da pata de ratos. O fluxo sanguineo das patas
traseiras fol medido utilizando Laser Doppler Imager (Moor
Instruments) 1 semana apds a preparacdo, e os animais foram
divididos em 4 grupo (n = 5) de tal forma que o valor médio de
fluxo sanguineo se tornou quase uniforme.

Com 1inicio no dia a seguir ao agrupamento, foram
administrados 0,1 ml/sitio, 2 sitios, do agente a ser testado
através de injecdo intramuscular em regides isquémicas do
adutor femoral esquerdo (grupo de polimero, grupo de Composto
1, grupo de Composto 1 MS) e na regido normal do ombro e parte
superior do braco direito (grupo de Composto 1 MS), uma vez por
semana, 4 vezes em total como uma solucdo a ser testada. Uma
semana apds a conclusdo da administracdo final, os fluxos
sanguineos das patas traseiras foram medidos utilizando Laser
Doppler Imager (Moor Instruments), e os fluxos sanguineos da

para tratada (pata esgquerda) e pata ndo tratada (pata direita)
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foram comparados e examinados. Os resultados de pata
tratada/parta ndo tratada (%) sdo mostrados no Quadro 4.

A este respeito, a construcdo da solucdo a ser testada é
conforme segue.
Grupo de Polimero:

O copolimero de 4&cido polildtico-a&cido glicdlico
utilizado no Exemplo de Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do
Composto 1 foil suspenso em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2
ml). A este respeito, a quantidade de copolimero de &cido
polilatico/acido glicdlico é idéntica a quantidade contida no
Composto 1 MS (1 mg).

Grupo de Composto 1 (0,1 mg):

Fol suspenso Composto 1 em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v
(0,2 ml).

Grupo de Composto 1 MS (0,1 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,1 mg do Composto 1 foil suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

QUADRO 4

~ Razdo de fluxo sanguineo de pata
Solugdo a ser testada ~
tratada/pata ndo tratada (%)

Polimero & 57,3 = 4,5
Composto 1 (0,1 mg) @& 60,5 + 3,1
Composto 1 MS (0,1 mg) ® 56,9 + 5,6
Composto 1 MS (0,1 mg) & 68,4 + 3,2

a): Administracdo intramuscular na parte femoral esquerda
isquémica
b): Administracdo intramuscular na parte superior do braco

direito normal

**: p<0,01 contra. Polimero (teste t de Student)

Resultados:
Embora ndo tenha sido constatado aumento significativo do
fluxo sanguineo através da administracdo intramuscular de

Composto 1 MS (0,1 mg) na parte superior do braco direito
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normal, foi constatado aumento significativo do fluxo
sanguineo através da administracdo intramuscular da mesma dose
na parte femoral esquerda isquémica. Com base nisto, foi
sugerido que a eficacia do Composto 1 ndo é mediada pelo fluxo
sanguineo, mas a sua administracido tépica em regides isquémicas
é importante. Adicionalmente, j& que ndo foli constatada acéo
de aumento do fluxo sanguineo significativa através da
administracdo tépica de Composto 1 na regido isquémica, foi
sugerida eficdcia da preparacdo persistente (MS).

Exemplo 7

Teste de angiogénese utilizando modelo de isquemia de pata de
rato (arteriosclerose obliterante (ASO) ) ; acéo de
vasodilatacdo e acdo de aceleracdo da angiogénese (teste in
vivo) :

O modelo de isquemia da pata foi preparado ligando a
artéria femoral da pata de ratos. O fluxo sanguineo das patas
traseiras foi medido utilizando Laser Doppler Imager (Moor
Instruments) 1 semana apds a preparacdo, e 0s animais foram
divididos em 2 grupo (n = 5) de tal forma que o valor médio de
fluxo sanguineo se tornou quase uniforme.

Com inicio no dia a seguir ao agrupamento, a solucdo a ser
testada foil administrada através de injecdo intramuscular no
adutor femoral esquerdo (grupo de polimero, grupo de Composto
1 MS) uma vez por semana, 4 vezes em total. Os fluxos sanguineos
das patas traseiras foram medidos 3 dias apds a segunda
administracdo (no 10° dia apds o agrupamento) e apds 1 semana
e 2 semanas desde a conclusdo da administracdo final,
utilizando Laser Doppler Imager (Moor Instruments), e os fluxos
sanguineos da para tratada (pata esquerda) e pata ndo tratada
(pata direita) foram comparados e examinados. Os resultados de
pata tratada/parta ndo tratada (%) s&oc mostrados no Quadro 5.

A este respeito, a construcdo da solucdo a ser testada é
conforme segue.

Grupo de Polimero:

O copolimero de é4acido polildtico-a&cido glicdlico
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utilizado no Exemplo de Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do
Composto 1 foil suspenso em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2
ml). A este respeito, a quantidade de copolimero de acido
polildtico/acido glicdlico € idéntica a gquantidade contida no
Composto 1 MS (0,3 mg).

Grupo de Composto 1 MS (0,3 mg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo de
Preparacdo 2 contendo 0,3 mg do Composto 1 foi suspensa em
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,2 ml).

QUADRO b5

Razdo de fluxo sanguineo de pata tratada/pata ndo tratada
)

a ser Apbs 3 dias aApds 1 semana alppds 2 semanas
Antes da 1°
testada partir da 22 | partir da 4°? [@ partir da 4°
administracéao

oe

Solucdo (

administracdo|administracdo|administracao

Polimero| 36,7 * 4,2 49,8 + 5,8 57,3 £ 4,5 61,3 * 2,5
Composto

1 MS 36,6 £ 4,3 59,9 + 3, 7" 72,7 + 4,6" 72,4 + 5,77
(0,3 mg)

*-

p<0,05 contra Polimero (teste t de Student)

ko

p<0,01 contra Polimero (teste t de Student)

Resultados:

Em comparacdo com o grupo administrado com polimero, foi
observado um aumento significativo do fluxo sanguineo de cerca
de 10% na regido isgquémica através do Composto 1 MS (0,3 mg)
inclusive no 10° dia apds a administracdo (3 dias apds a 2°
administracdo) . J&d que é necessario um periodo de 4 semanas para
a angiogénese e o Composto 1 estd sob libertacdo na regido
tépica isquémica 3 dias apds a 2% administracdo, foi sugerido
gue este efeito de melhoria é& um efeito de aumento do fluxo
sanguineo através de acdes diretas tais como acdo de

vasodilatacdo e acdo inibitdéria da aglutinacido de plaguetas do
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Composto 1 de libertacdo lenta. Adicionalmente, foi também
observada uma acdo de aumento do fluxo sanguineo significativa
de cerca de 11% apds 1 semana e 2 semanas a partir da
administracdo final. Foi considerado com base nisto que a
libertacdo do Composto 1 a partir da preparacido de microesferas
desapareceu completamente apds uma semana da administracéo
final, e foi sugerido que este efeito ndo sdo as acdes diretas
do Composto 1 (acdo de vasodilatacdo, acdo inibitdéria da
aglutinacdo de plaquetas, etc.), mas um efeito por parte da acéo
de angiogénese.
Exemplo 8
Teste de angiogénese (teste in vivo) utilizando modelo de
transplante de esponja de ratinho:

Sob anestesia, a parte dorsal de um ratinho foi incisada
e foi incorporada uma esponja de uretano em disco (cerca de 5
mm de espessura e 13 mm de didmetro) na mesma. A administracdo
do agente foi levada a cabo através de administracédo tdépica do
mesmo diretamente na esponja uma vez por dia durante um total
de 14 vezes iniciando no dia da preparacdo do modelo de
transplante de esponja, ou no dia de conclusdo da operacdo e
7° dia apds a mesma. No 15° dia apds o transplante de esponia,
a esponja contendo tecido de granulacdo foi extraida e
observada a olho nu, e posteriormente a sua massa humida foi
medida. Adicionalmente, isto foi misturado com Adgua destilada
de quantidade 4 vezes maior do que a massa humida, homogeneizado
e centrifugado, e posteriormente o sobrenadante foi submetido
a medicdo do teor de hemoglobina utilizando Hemoglobin B-Test
Wako (fabricado pela Wako Pure Chemical Industries). Os
resultados da medicdo do teor total de hemoglobina nas esponjas
extraidas sdo mostrados no Quadro 6.

A este respeito, a construcdo da solucdo a ser testada é
conforme segue.
Grupo de Polimero:

O copolimero de A&cido polilatico-acido glicdlico

utilizado no Exemplo de Preparacdo 2 contendo 0,01 mg do

48



EP2465537B1

Composto 1 fol suspenso em solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,

05

ml). A este respeito, a quantidade de copolimero de &cido

polilatico/acido glicdlico é idéntica a quantidade contida
Composto 1 MS (200 ug).
Grupo de Composto 1 (20 ug):

no

Foi suspenso Composto 1 (20 pug) em solucdo de Tween 80 a

0,2% p/v (0,05 ml).
Grupo de Composto 1 (40 ug):

Foi suspenso Composto 1 (40 pug) em solucdo de Tween 80 a

0,2% p/v (0,05 ml).
Grupo de Composto 1 (200 ug):

Foi suspenso Composto 1 (200 pg) em solugdo de Tween
a 0,2% p/v (0,05 ml).

Grupo de Composto 1 MS (200 ug):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo
Preparacdo 2 contendo 200 ug do Composto 1 foi suspensa
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,05 ml).

Grupo de Composto 1 MS (400 ugqg):

A preparacdo de microesferas produzida no Exemplo
Preparacdo 2 contendo 400 ug do Composto 1 foi suspensa
solucdo de Tween 80 a 0,2% p/v (0,05 ml).

Grupo de Composto de Referéncia 3 (20 ug):

80

de

em

de

em

Foi suspenso Composto de Referéncia 3 (20 ug) em solugdo

de Tween 80 a 0,2% p/v (0,05 ml).
QUADRO 6

Peso humido da .
Solucdo a ser testada . (mg/g tecido
esponja (9)

Teor de hemoglobina

huimido)
Polimero » 0,4542 + 0,0303 1,873 + 0,564
Composto 1 (20 ug) & 0,3843 £ 0,0681 2,403 £ 0,533
Composto 1 (40 ug) & 0,5136 = 0,0938 3,010 £ 0,808
Composto 1 (200 npg) ® | 0,4123 £ 0,0320 1,964 + 0,289
Composto 1 MS (200 ug) ®»| 0,5317 £ 00,1413 3,523 £ 0,482*"

=+
I+

Composto 1 MS (400 ug) ®| 0,5655 0,1130 4,822 1,218*"
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Composto de Referéncia 3
(20 pg) @
a) uma vez ao dia, 14 dias de administracdo repetida

0,5193 + 0,0792 4,588 £ 0,488""

b) duas administracdes em intervalos de 7 dias

*x
.

p<0,01 contra Polimero (teste de Dunnett)

Resultados:

Foi constatada formacdo de granulacdo nas esponjas
administradas com Composto 1 MS (200 ug) (duas administracdes
em intervalos de 7 dias) e Composto 1 MS (400 ug) (duas
administracdes em intervalos de 7 dias), e estas tornaram-se
vermelhas palidas, vermelhas ou castanhas escuras.
Adicionalmente, quando a concentracido de hemoglobina no tecido
de granulacdo formado em cada esponja foi medida, foi observado
aumento significativo da concentracdo de hemoglobina em
comparacdo com o grupo de polimero de tal forma que foi
confirmado o efeito de angiogénese. Por outro lado, no caso do
Composto 1 (20 ug) (14 dias de administracd@o repetida) e
Composto 1 (40 ug) (14 dias de administrac&o repetida), a
concentracdo de hemoglobina no tecido de granulacdo formado em
cada esponja mostrou uma tendéncia em aumento, mas ndo um
aumento significativo. Igualmente, a concentracdo de
hemoglobina no tecido de granulacdo formado na esponja néo
aumentou no caso do Composto 1 (200 ug) (duas administracgdes
em intervalos de 7 dias). Com base nisto, foi constatado que
a preparacdo de libertacdo lenta do Composto 1 (Composto 1 MS)
é particularmente Gtil na inducdo da angiogénese. Igualmente,
foi constatada formacdo de granulacdo na esponja administrada
com Composto de Referéncia 3 (20 ug) (14 dias de administracéo
repetida), e estas tornaram-se vermelhas palidas, vermelhas ou
castanhas escuras. Adicionalmente, guando a concentracdo de
hemoglobina no tecido de granulacdo formada na esponja foi
medida, foi observado aumento significativo da concentracdo de
hemoglobina em comparacdo com o grupo de polimero de tal forma

que foi confirmado o efeito de angiogénese.
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Exemplo 9 (Referéncia)
Medicdo da acdo de aceleracdo da angiogénese (in vitro):
Método de teste:

Um kit de angiogénese (fabricado pela Kurabo; constituido
a partir de células endoteliais vasculares de veia de cordédo
umbilical humano normal e fibroblastos de pele humana normal)
foi cultivado durante 3 horas, e posteriormente o meio de
cultura (o meio para utilizacdo em angiogénese unido ao kit de
angiogénese foi utilizado como o meio de cultura e cultivado
a 37 °C sob um ambiente humido de didéxido de carbono a 5% - ar
a 95%, e foi utilizada uma incubadora de didéxido de carbono
BNA-121D como a incubadora) foi mudado e foi adicionado um
agente a ser testado a cada poco (0,5 ml/poco). Foi levada a
cabo permuta do meio também no 3°, 6° e 8° dias apds o inicio
da cultura e foi adicionado o agente fresco a ser testado, O
tipo e concentracdo do agente a ser testado foram ndo tratado;
DMSO: 0,1%; o-CD: 0,0118, 0,118 e 1,18 mg/ml; PGE2-aCD: 1, 10
e 100 nmol/l; Composto de Referéncia 3 (agonista de EP2),
Composto de Referéncia 4 (agonista de EP4), agonista de EP1l e
agonista de EP3: 1, 10 e 100 nmol/1l, VEGF: 0,1, 1 e 10 ng/ml;
e HGF: 0,1, 1 e 10 ng/ml, e foi levada a cabo cultura utilizando
3 pocos para cada concentracdo. Foi levada a cabo fixacdo 10
dias apds o inicio da cultura, e foi levada a cabo coloracédo
de 6rgdos ocos com um anticorpo anti-CD31 utilizando um kit de
coloracéao de 6rgaos 0CcoS (fabricado pela Kurabo) .
Relativamente a avaliacdo, fol montada uma lente Chalkley Grid
(uma lente de grade, Kurabo) no ocular de um microscépio, e a
formacdo de 6rgdos ocos foi avaliada através da contagem de
interseccdes dos pontos de disposicdo aleatdria da Chalkley
Grid com o 6érg&o oco formado (referindo o método de avaliacdo
de J. Pathol., 177, 275-283 (1995)). A contagem foi levada a
cabo a 12 posicgdes por poco, e o total foi calculado.

A este respeito, foi dissolvido Composto de Referéncia 3
como um agonista de EP2 (dcido
(52,93,11a,13E)-17,17-propano-11,16-diidroxi-9-cloro-20-nor
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prost-5,13-dienocico) em sulféxido de dimetilo (DMSO) para
preparar solucgdes de 1074, 107> e 10-% mol/l que foram entédo
utilizadas diluindo 1/1000 vezes com o meio de cultura.

Foi dissolvido Composto de Referéncia 4 como um agonista
de EP2 (dcido
(1la, 13E, 150) -9-0x0-11, 15-diidroxi-16- (3-metoximetilfenil) -
17,18,19,20-tetranor-5-tiaprost-13-enoico) em sulfdéxido de
dimetilo (DMSO) para preparar solucgdes de 1074, 107> e 10 mol/1
que foram entdo utilizadas diluindo 1/1000 vezes com o meio de
cultura.

0 agonista de EP1 (dcido
(13E)-(11a,155,178)-2,5-etano-6,9-dioxo-11,15-diidroxi-17, 2
O-dimetilprost-13-enoico; o composto descrito no Exemplo 1 na
memdéria descritiva do documento JP-A-11-322709) foi dissolvido
em sulféxido de dimetilo (DMSO) para preparar solucdes de 1074,
107> e 107® mol/1 que foram entdo utilizadas diluindo 1/1000
vezes com o0 meio de cultura.

0 agonista de EP3 (Acido
lla,150-dimetoxi-9-oxoprost-57, 13E-dienoico; o) composto
descrito no Exemplo 1 na memdria descritiva do documento
W098/34916) foi dissolvido em sulféxido de dimetilo (DMSO) para
preparar solugdes de 1074, 10> e 10°¢% mol/1 que foram entdo
utilizadas diluindo 1/1000 vezes com o meio de cultura.

PGE2-aCD foi dissolvido em &gua destilada para injecéo
para preparar solucdes de 1074, 107> e 10-°* mol/1 que foram entéo
utilizadas diluindo 1/1000 vezes com o meio de cultura.

Relativamente a VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), a solugdo de VEGF a 2 ug/ml contida no kit de reagente
de controlo da angiogénese da Kurabo foi diluida com o meio de
cultura e utilizada.

Relativamente ao HGF (fator de crescimento de hepatdcitos
humanos), a solucdo de HGF a 5 ug/ml adquirida a partir da R
& D System-Funakoshi foi diluida com o meio de cultura e

utilizada.
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Método de andlise estatistica:

As contagens de formacdo de 6rgdos 0OCOS nosS POCOsS nao
tratados foram comparadas com as dos pocos tratados com
concentracdes respetivas de amostras de teste através de teste
de Dunnett (teste bilateral). O nivel de significéncia foi
ajustado a 5%.

A este respeito, os dados foram mostrados através do valor
médio de 3 pocos e desvio padréo.

Os resultados de teste sdo mostrados na Fig. 5.
Resultados:

PGE2-aCD, o Composto de Referéncia 3 (agonista de EP2) e
o Composto de Referéncia 4 (agonista de EP4) aceleraram
significativamente a formacdo de 6rgdos ocos a concentracdes
de 10 nmol/1l e 100 nmol/1l. Adicionalmente, VEGF e HGF aceleraram
a formacdo de o6rgdos ocos a uma concentracdo de 10 ng/ml.
Contudo, o agonista de EP1, agonista de EP3 e «-CD n&o exerceram
influéncia sobre a formacdo de érgdos ocos.

Exemplo 10 (Referéncia)

Medicdo da acdo de libertacdo de fator de reparacdo enddgeno
(in vitro):

Método de teste:

Um kit de angiogénese (fabricado pela Kurabo; constituido
a partir de células endoteliais vasculares de veia de cordéo
umbilical humano normal e fibroblastos de pele humana normal)
foi cultivado durante 3 horas, e posteriormente o meio de
cultura (o meio para utilizacdo em angiogénese unido ao kit de
angiogénese foi utilizado como o meio de cultura e cultivado
a 37 °C sob um ambiente humido de didéxido de carbono a 5% - ar
a 95%, e foi utilizada uma incubadora de didxido de carbono
BNA-121D como a incubadora) foi mudado e foi adicionado um
agente a ser testado a cada poco (0,5 ml/poco). As concentracdes
de HGF e VEGF nos sobrenadantes de cultura foram medidas 3 dias
apbdés o inicio da cultura. Os tipos e concentracdes do agente
a ser testado foram ndo tratado; DMSO: 0,1%; PGEl-aCD: 100
nmol/1l; PGE2-aCD: 100 nmol/l; e Composto de Referéncia 3
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(agonista de EP2) e Composto de Referéncia 4 (agonista de EP4):
100 nmol/1l, e a cultura foli levada a cabo utilizando 3 pocos
para cada concentracdo. As concentracdes de HGF e VEGF foram
medidas utilizando um kit de ELISA (R & D system-Funakoshi).

A este respeito, O Composto de Referéncia 3 como agonista
de EP2 (dcido
(52,93,11a,13E)-17,17-propanco-11,16-diidroxi-9-cloro-20-nor
prost-5,13-dienoico) foi dissolvido em sulfdéxido de dimetilo
(DMSO) para preparar uma solucdo a 10-% que foi entdo utilizada
ao diluir 1/1000 vezes com o meio de cultura.

O Composto de Referéncia 4 como agonista de EP4 (&cido
(1la,, 13E, 150) -9-0x0-11, 15-diidroxi-16- (3-metoximetilfenil) -
17,18,19,20-tetranor-5-tiaprost-13-enoico) foi dissolvido em
sulféxido de dimetilo (DMSO) para preparar uma solucdo a 1074
que foil entdo utilizada ao diluir 1/1000 vezes com o meio de
cultura.

PGE1-aCD e PGE2-aCD foram dissolvidos em &gua destilada
para injecdo para preparar solucdes a 104 que foram entdo
utilizadas ao diluir 1/1000 vezes com o meio de cultura.
Método de andlise estatistica:

As concentracdes de HGF e VEGF nos sobrenadantes do grupo
de controlo de solvente foram comparados com os dos grupos
tratados com agente através de teste de Dunnett (teste
bilateral). O nivel de significédncia foi ajustado a 5%.

A este respeito, os dados foram mostrados através do valor
médio de 3 pocos e desvio padrio.

Os resultados de teste apds 72 horas de cultura séo

mostrados no Quadro 7.

QUADRO 7
Agente testado HGF (pg/ml) | VEGF (pg/ml)
Ndo Tratado 110 £ 16 2004 t 76
PGEl-a CD 2043 £ 77" 2710 £ 50***
PGE2-a CD 1735 + 95" | 3032 + 165"
Agonista de EP2 (Composto de

. 1865 = 48™"" 2762 + 51**

Referéncia 3)
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Agonista de EP4 (Composto de
379 + 12*** 2936 = 69"

Referéncia 4)

*okk

p<0,001 contra ndo tratado (teste de Dunnett)

Resultados:

PGE1-aCD, PGE2-aCD, o Composto de Referéncia 3 (agonista
de EP2) e o Composto de Referéncia 4 (agonista de EP4)
aumentaram significativamente as concentracdes de HGF e VEGF

em sobrenadantes a uma concentracdo de 100 nmol/1l.
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REIVINDICAGOES
1. Uma preparacdo de microesferas persistente compreendendo
um polimero biodegradavel e acido

(E)-[5-[2-(1-fenil-1-(3-piridil)metilidenocaminoxi]etil] -7, 8

-diidronaftalen-1-iloxi]-acético ou sal do mesmo.

2. A preparacdo de microesferas persistentes de acordo com
a reivindicacdo 1, em que o polimero biodegradavel é um

copolimero de acido latico-acido glicédlico.

3. A preparacdo de microesferas persistente de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, para utilizacdo como um acelerador da
producdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ou
de fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) na prevencdo e/ou
tratamento de uma doenca selecionada a partir de enfarte do
miocdrdio, angina de peito, insuficiéncia cardiaca congestiva

e doenca arterial coronéria.

4. A preparacdo de microesferas persistentes para utilizacéo
de acordo com a reivindicacdo 3, em gue a doenca é enfarte do

miocardio.

5. A preparacdo de microesferas persistentes para utilizacéo
de acordo com a reivindicacédo 3, em que a doenca é insuficiéncia

cardiaca congénita.

6. Uma composicdo farmacéutica que compreende a preparacdo
de microesferas persistente de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2.

7. A composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo
6 para utilizacdo na prevencdo e/ou tratamento de uma doenca
selecionada a partir de enfarte do miocardio, angina de peito,

insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca arterial coronaria.
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8. A composicdo farmacéutica para utilizacédo de acordo com

a reivindicacdo 7, em gque a doenca é enfarte do miocardio.

9. A composicdo farmacéutica para utilizacédo de acordo com
a reivindicacédo 7, em que a doenca é insuficiéncia cardiaca

congénita.

10. Um agente compreendendo a rpeparacdo de microesferas

persistente de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2.

11. O agente de acordo com a reivindicacédo 10 para utilizacéo
na prevencdo e/ou tratamento de uma doenca selecionada a partir
de enfarte do miocédrdio, angina de peito, insuficiéncia

cardiaca congestiva e doenca arterial coronaria.

12. O agente para utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 11,

em gque a doenca é enfarte do miocérdio.

13. O agente para utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 11,

em gque a doenca ¢ insuficiéncia cardiaca congénita.
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