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Resumo

“Agentes para o tratamento de retinopatia glaucomatosa e

neuropatia optica”

Os agentes que estimulam a translocacdo nuclear da
proteina NrfZ e o consequente aumento dos produtos
génicos que destoxificam e eliminam metabolitos
citotéxicos, sdao usados como método para tratar a
retinopatia glaucomatosa ou neuropatia Optica. Os agentes
estruturalmente diversos que actuam na via Nrf2/ERA,
induzem a expressdo de enzimas e proteinas que possuem
propriedades citoprotectoras, guimicamente versateis, e
sdo uma defesa contra metabolitos téxicos e xenobidticos.
Estes agentes incluem alguns electrdlitos e oxidantes
tais como o aceitante de adicdo Michael, difenol,
tiocarbamato, quinona, 1,2-ditiol-3-tiona, hidroxianisol
butilado, flavondides, um isotiocianatc, 3,5-di-tetra-
butil-4-hidroxitolueno, etoxiquina, uma cumarina,
combinacdes destes ou derivados ou analcogos destes

farmacologicamente activos.



Descrigéo

“Agentes para o tratamento de retinopatia glaucomatosa e

neurcpatia éptica”

Ambito do Invento

O presente invento é relativo ao campc dos agentes
profilaticos e terapéuticos da retinopatia e neurcpatia

bptica devida a glaucoma.

Antecedentes do invento

0 glaucoma é um grupo heterogéneco de doengas que tém
um  conjunto semelhante de nanifestacdes clinicas,
incluindo lesdo do nervo d4ptico e morte por apcptose
selectiva das células ganglionares da retina (CGR), o que
conduz a uma perda progressiva do campo visual e a
cegueira. C aumento anormal da Pressdo Intra-Ocular (PIC)

estéd associado & malor parte das formas de glaucoma. O

anice tratamento disponivel consiste em fazer baixar a

2I0, guer seja por medicagdo ou por cirurgia. O
abaixamento da PIO & eficaz para retardar O

desenvolvimento de certos tipos de glaucoma, protelando

os seus efeitos devastadores. No entanto, a perda de
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campo visual nos doentes com glaucoma nem sempre se
correlaciona com a PIO e o abaixamentc da PIO por si s6
nado impede completamente a progressdo d¢a doenca. Isto
implica gue a pressdo possa ndo ser a uUnica causa de

retinopati glauccomatcsa e neuropatia oOptica. Outros

o

mecanismos adicionais contribuirdo provavelmente para

[ON

progressdo da doenga. A retinopatia glaucomatosa
normalmente considerada um como distuirbic funcional ou
alteracao patoldgica da retina, particularmente com a
morte das CGR, observada em doentes ou animals com
glaucoma. A neuropatia Optica glaucomatosa refere-se =z
distirbios funcionais ou alteragdes patoldgicas dc nervo

6ptice, através do qual passam os axénios das CGR.

Um corte histoldédgico da retina humana do adulto
mostra as seguintes camadas de células abalxo indicadas,
que vdo desde a regido proximal ou interna (lado vitreo)

até a regido distal ou externa (lado coroideu).

Membrana limitante interna,
Camada o6ptica fibrosa,

Camada das células ganglionares,
Camadz plexiforme internsa,
Camada nuclear interna,

Camada plexiforme externa,

Camada nuclear externa,
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Membrana limitante externsz,

Segmentos internos dos bastonetes e cones,
Segmentos externos dos bastonetes e cones,
Epitélio pigmentar da retina,

Capilares coroideus.

0 epitélio pigmentar da retina e os capilares
coroideus situam-se na parte posterior da retina, préximo
da membrana coroideia, enguanto que a membrana limitante
interna se encontra préximo da cdmara vitrea. A camada de
células ganglionares recebe o estimulo luminoso e envia-o
através de axébnios mielinizados pelo nervo optico para o
cérebro. As células ganglionares sdo as células em risco

no glaucoma.

Os mecanismos moleculares propostos COmo
contribuindo para a morte das CGR incluem a toxicidade do
glutamato, remocdo de factores neurotréficos, alteracdes
vasculares {isquémia), gliose reactiva e toxicidade

induzida pelo 6xide nitrico. No entanto, nenhum destes

mecanismos propostos @ é

investigadores desta area.

0 pedido da patente PCT nUmerc PCT/US02/40457 de
Gao, X., e al., publicada como WO03/051313, produz

alegadamente a inducgdc pelo sulforano de uma enzima de



fase II de destoxificagcdc nas células do epitélio
pigmentar da retina humana. A publicacdo da patente U.S.
n® 2002/0091087, de Zhang, Y., e al., determina
alegadamente o tratamento de uma doenca neurocdegenerativa
através de um composto, o sulforafano, que eleva o
glutatido ou uma enzima de fase II de destoxificagdo no
tecido da espinal medula, na doenca de Alzheimer e na
esclerose lateral amiotrdfica. As células do epitélio
pigmentar da retina diferem das células ganglionares da
mesma na medida em que estas sdo neurdnios e as células
do epitélio pigmentar da retina ndo o sdo. Além disso, as
respostas bioldgicas do tecido ocular, tal como a retina,
a agentes terapéuticos particulares ndo podem ser
previstas a partir das respostas bioldgicas de tecido da
espinal medula ou tecido cerebral. As publicacdes citadas
ndo fazem referéncia & protecgdo ou tratamento da perda
de células ganglionares da retina (CGR) e neuropatia

optica no glaucoma.

N&c existe qualquer método terap2utico anti-glaucoma

1

globalmente aceite para controlar a retinopatia
glaucomatosa ou a neuropatia Optica. Considerandoe o
impacto do glaucoma na saude e a ineficécla dos métodos
anteriores de tratamento, serd desejdvel consegulir um

método melhorado de tratamento gque controle a retinopatia

glaucomatosa e neuropatia éptica no glaucoma.



Resumo do Invento

De acordo com o presente inventc, um agente com
actividade estimuladora da trans.ccacdc nuclear da
proteina Nrf2 e consequente aumento de produtocs genéticos
que destoxifiquem e eliminem metabolitos citotdxicos
confere um efeito protector ou terapéutico no
retardamento ou prevencao da perda de celulas
ganglionares da retina e da lesdo glaucomatosa do nervo
dptico. Na acepcio agui utilizada, “actividade
estimuladora da translocacdo nuclear da proteina Nrfz”
significa um agente que aumenta a disponibilidade ou o
transporte de Nrf2 para o nucleo. 2 translocacdo da
proteina Nrf2 para o nGcleo permite um  aumento
subsequente na expressdoc de produtos genéticos que
destoxificam e eliminam metabolitocs citeotéxicos. Os
processcs dc presente invento garantem um método de
tratamento da retinopatia glaucomatosa e neuropatia
éptica, compreendende a administracio de uma gquantidade

eficaz de mistura contendc um agente com actividade

Q]

estimuladora da translecacdo nuclear da proteina Nrf2,

estar

40

um exclpiente acelitavel. O individuo afectado pod
em risco de desenvolver retinopatla glaucomatosa ou

neuropatia Optica ou ter sintomas de retinopatia
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0 agente que estimula a translocacdo nuclear da
proteina Nrf2 e o subsequente aumento dos produtos
genéticos que destoxificam e eliminam os metabolitos
téxices da presente invento pode inclulr o aceitante de
adicdo Michael, difenol, tiocarbamatc, guinona, 1,2-
ditiol-3-tiona, hidroxianisol butilade, flavondides, um
isotioccianato, 3,5-di-tetra-butil-4~hidroxitoclueno,
etoxiguina, 3-hidroxicumarina, combinacdes destes ou
derivadcs ou analogos farmacologlcamente activos destes.
Numa configuracdo, o agente inclui um isotiocinato, como
o sulfurafano, ou um derivado farmacologicamente activo
deste. Numa outra configura¢do, o agente inclui uma 1,2-
ditiol-3-ticna, como O oltipraz, ou um derivado

farmacologicamente activo deste.

0 agente que estimula a translocacdo nuclear da
proteina Nrf2 e o subsequente aumento dos produtos
genéticos que destoxificam e eliminam os metabolitos
téxicos pode ser administrado por injeccdo intra ocular,
implantacdo de um dispositive de libertacdoc _enta, por
via tdépica, oral ou intranasal, por injecc¢dc sistémica ou

cutros processos de administracces.

i

¢

Numa realizacdo adicional do presente método
inventivo, ¢é diagnosticada ao individuo retinopatia ocu

neuropatia éptica glaucomatosa e, numa outra realizagdo,



© individuo apresenta sintomas de retinopatia

glaucomatosa ou neuropatia Optica.

Breve descrigdo do desenho

0 desenho ilustra o efeito dec sulforafanc na
toxicidade induzida pelo glutamato nas células
ganglionares da retina de ratcs adultos em cultura. As
células foram tratadas com os compostos indicados durante
3 dias. A sobrevivéncia fol analisada por contagem das
células saudaveis Thy~1 positivas. O asterisco (%)
representa uma diferenca estatisticamente significativa
em relacdo aos valores de controlo, determinada por
andlise unidireccional de variidncia entre grupos ANOVA e

pelo teste de Dunnett.

Descrigdo detalhada do invento

C presente invento estd relacionada com o emprego de
agentes gue estimulam a translocagdo nuclear da proteina
Nrf2 e o subseguente aumento dos produtos genéticos que
destoxificam e eliminam os metabolitos tdéxicos num
composto para tratar a retinopatia glaucomatosa e a

neurcpatia optica.



0O termo “tratar a vretinopatia glaucomatosa e a
neuropatia oOptica”, na acepcgdo aguil utilizada, significa
retardar ou prevenir o desenvolvimento, inibir &
progressdo  ou moderar a retinopatia  glaucomatosa ou
neuropatia o6ptica ou os sintomas desta patologia.
Estimular a translocacdo nuclear da proteina Nrf2 e ¢
subseguente aumento dos produtos genéticos que
destoxificam e eliminam os metabolitos toxicos &
determinante para a proteccdo das células ganglionares da

retina e para a proteccdc do nervo optico.

A translocacdo nuclear da proteina NrfZz é induzida
em células expostas a certos electrdlitos e oxidantes. Os
genes induzidos devido a translocacdo nuclear ca proteina
NrfZ produzem enzimas destoxificadoras que asseguram &
protecgdo contra os electrélitos e promovem a reparacgaoc
ou degradacdo das proteinas danificadas. A inducgdo destas
enzimas é regulada ao nivel transcricional e é mediada
por um promotor especifico, o© elemento de resposta
antioxidante ou ERA, encontrado no promotor do gene que

a a enzima. A seqguéncia contexto do ERA, a
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natureza dos indutcres guimicos e ¢ tipo de «c¢élula
afectam a actividade do promotor num determinado gene.
0 factor de transcricdc Nrf2 é um membro da familia

de factores de transcrigdo NF-EZ e ¢é responsavel pela

I

sobre regulacidoc do elemento de esposta antioxidante



{ERA} através da expressdo genética. O Nrfz induz a
expressdc genética por ligagdc 2 rsgido ERA (elemento de
resposta antioxidante] do promotor para activar a
transcrigdc genética de base ou em resposta ao sinal de
stress oxidativo. Em condigles normais, pensa-se gue o
NrfZ esteja presente no citoplasma ligado por uma
proteina repressora Xeapl, uma proteina citoplasmética
ancorada ao citoesqueleto de actina. Sem querer estar
limitados pela teoria, os investigadores acreditam gue os
agentes com actividade estimuladora da translocacdo
nuclear da proteina Nrf2 podem competir com a regido rica
em cisteina de um factor citosdlico Keapl pela interaccgdo
com Nrf2 (Dinlcova-Kostova, A.T., e al., Proc Nati Acad
Sci, USA, 99:11508-11913(2002)). A disrupgdo do complexo
NrfZ-Keapl por certos compostos, como o sulforafano podem
libertar o Nrf2Z para se translocar para o nucleo onde
este pode heterodimerizar-se com outros factores de
transcricdo {(i.e., Maf, c-Jun, etc.} nas regides ERA ds
genes conduzinde a indugdo da expressido de genes ERA-

regulada,

As enzimas e proteinas expressas por esta via
NrfZ/ERA  tém vpropriedades citoprotectoras gquimicamente

versateils e s&oc uma defesa contra metabolitcos ftéxicos e
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da glutationa, UDP-glucoronosiltransferases, NADP (H)
quinona oxireductase, gama-glutamilcisteina sintetase,
proteinas de resposta ac stress e protelnas

ubiquitina/protecssoma.

Os agentes com actividade estimuladora da
translocagdo nuclear da proteina Nrf2 incluem, por

exemplo:

Aceitantes de adicdo Michael (p.e., compostos
carbeonil o, f-insaturados, tais como o dietilmaleato
ou dimetilfumarato;

Difendis tais como resveratrol;

Hidroxianiséis butilados tais como Z2(3)-tetra-butil-
4-hidroxianisol;

Tiocarbamatos tals como pirrolidineditiocarbamato,
Quinonas tals como tetra-pbutil-hidroquinona,
Iscotiocianatos tais como sulfurafanc, o) seu
precursor glucosinolato, gluccrafanine, ou fenetil
isoticcianato (FEITC),

1,2-diticl-3~tionas tais como oltipraz,
3,5-di-tetra-butil-4-hidroxitolueno,

Etoxiguina,

Cumarinas taig como 3~hidroxicumarina,

Flavondides tals come guercetina ou curcumina,

Sulfureto de dialil,
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Indol-3-carbincl,

Epigalo-3-catequina galato

-
Qi

Acido elagico
Combinacdes destes ou derivados ou andlogos

farmacologicamente activos dos mesmos.

Um aceitante Michael € uma moclécula gue tem um
adjacente alcenc ao electrdc de valéncia. O grupo do
electrdo de wvaléncia é geralment um  carbonilo, mas
também pode ser um grupo nitrilo ou nitrico. Apesar de
guimicamente diferentes, estes compostos sao electrdfiles
e tém capacidade de reagir com grupos sulfidrilo
nucleofilicos. Um “derivado farmacologicamente activo
destes”, ¢é um agente estruturalmente relacicnado com
gualguer dos compostos acima referidos com actividade
estimuladora da translocacac nuclear da proteina Nrf2 e
derivados desta e pode ser um éster, um amidc ocu um sal
dos mesmos, por exemplo. Um “andlcgo farmacologicamente
active destes”, é um agente que €& estruturalmente

semelhante a qualquer dos compostos acima referidos com

actividade estimuladora da translocacdo nuclear da

ot

proteina Nrf2 mas difere ligeiramente na composicdo tal

como na substituicdo de um atomo por um atomo de um

elemento diferente ou na presenca de um grupo funclonal

2

especifico, por exemplo. Numa configuragdo, o presente

invento disponibilize sulforafano, oltipraz, um analogo



farmacologicamente activo deste ou U sal
farmaceuticamente aceitavel deste como um método de
tratamento da neurocpatia étptica glauccmatosa ou

retinopatia glaucomatosa.

Sulferafano ({Produto n® S$6317, Sigma-Aldrich} ¢é
reconhecido por induzir a gquinona reductase, glutatiocna-
S-transferase e glutationa reductase, por exemplo. A
inducdc enzimética tem sido ocobservada em diversas linhas
celulares incluindo as células do epitélio pigmentar da
retina em adultos humanos {(Zhang, Y., e al., Proc Nati
Acad Sci, USA, 99:2399-2403 (1992)). Os anédlogos do

sulforafano incluem, por exemplo, € - (isotioclanato-Z-

hexanona), exo-2-acetil-5-isotiocianatonorbomanc, exo -

(isotiocianato-6-metilsulfonilncrbomanc), o~
isotioccianato-2-hexanol, 1- (isotiocianato—-4-
dimetilfosfonilbutano), exo-2-{(l-hidroxietil)-5-
}isotiocianatonorbomanc, exo-Z-acetil-H-
lsctiocianatonorbomano, l-{isoticcianato-5H~
metilsulforilpentano, cis~-
Jimetilsulfonil) (ciclohexilmetilisocianato) e trans-3-
(metilsulfonil) ( ciclohexilmetilisocianato).

Modo de administracdo: O agente do presente invento
pode ser administrado directamente nc olhc (por exemplo:
gotas ou pomadas oculares tépilcas; dispositives de

libertacioc lenta no fundo-de~saco  ou implantados
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adjacentes a esclerdotica ou dentro deo olho; injeccdo
periocular, conjuntival, abaixo da céapsula de tenon,
intra-cadmera, 1intravitrea, ou intracanalicular) ou por
via sistémica {por  exemplo: oralmente, iniecgdes
intravenosas, subcutdneas ou intramusculares; por via
parentérica, administracdo dérmica ou nasal) usando
técnicas bem conhecidas pelos entendidos na matéria.
Também esta previsto que os agentes do invento possam ser

formulados em dispositivos de insercic ou implantes

intraoculares.

Individuo: Um sujeito submetido a tratamento da
retinopatia glaucomatosa ou neuropatia Optica como aqui é
descrito pode ser humano ou outro animal em risco de
desenvolver retinopatia glaucomatosa ou neuropatia dptica
ou com sintomatolegia de retinopatia glaucomatosa ou

neuropatia éptica.

Formulagées e dosagem: Os agentes do prezsente
invento podem ser administradecs como solugdes, suspensdes
ou emulsces {dispersbes) num excipiente oftdlmico
adequado. Apresentam-se seguidamente exemplos de

formulacgdes possiveis incorporados neste invento.
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proteinz Nrf?2

e

Cloreto de sdédio

EDTA
NaOH/HCL

Agua purificada

Rgente estimulador da

transliocacidoc nuclear da

Hidroxipropilmetilcelulocs

Cloreto de benzalcdnic

Quanticade em
peso %
¢.01-5;0.01-
2.0;0.5-2.0

0.5

.8

0.01

0.01

Até pH 7.4

Até 100%

Agernte estimulador
translocacdo nuclear da
Nrfz

Tampdo salino fosfato

Cloreto de benzalcénio

3

i

0

Polisorbato

Agua purificada

da

proteina

<

Quantidade em peso %

(&)

0.00005-0.5; .0003-0.3;

0.0005-0.03; 0.001

[
O

[$2

s
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M

fnd
<2
L]
Y




Quantidade em
peso %
Agente estimulador da 0.001
translocacdoc nuclear da
proteina Nrfz
Fosfato de sodio 0.05
ronobésico
Fosfato de sédic dibasico 0.15
(anidrico)
Cloreto de sddio 0.75
EDTA disédico 0.05
CremopherEL 0.1
Clorsto de benzalcdnio 0.01
HCI. e/ou NaOH pH 7.3-7.4
Agua purificada Até 100%
Quantidade em
pesoc %
Agente estimuilador da 0.0005
translocacdo nuclear da
proteina Nrf2
Tampac salino fosfatoe 1.0
Hidroxipropil-p- 4.0
ciclodextrin
Agua purificada Até 100%

15
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Numa outra configuracdo, as composicdes oftalmicas
sido formuladas para garantir uma concentracdo intra

ocular de cerca de 0.1-100 nanomoclares (nM) ou, numa

outra configuracgéo, 1-10  nM. Pecdem ser atingidas
concentracdes plasmaticas miximas acima de 240
micromolares com a administracéo sistémica. As

composicdes topicas sdo administradas na superficie do
olho entre uma a quatro vezes por dia, de acordo com a
pratica de rotina de um clinice habilitado. O pH da
formulagdo deve ser de 4-9, ou 4.5 a 7.4. As formulacgdes
sistémicas podem conter cerca de 10 mg a 1000 mg, cerca
de 10 mg a 500 mg, cerca de 10 mg a 100 mg ou a 125 mg,
por exemplo, do agente que estimula a translocacao
nuclear da proteina Nrf2 e consequente aumentc de
produtos genéticos que destoxificam e eliminam

metabolitos citotdxicos.

Ura “guantidade eficaz” refere-se a quantidade de
agente susceptivel de estimular a translocacdo nuclear da
proteina Nrf2 e subsequente aumento de produtos genéticos
que destoxificam e eliminam os metabolitos citotdxicos.
Esta inducac de expressaoc genética garante a defesa
contra a toxicidade dos electrdlitos reactivos, bem como
outros metabeclitos téxicos. Deste modo, um agente que

estimule & translocagidc nuclear da proteina HNrfZz e

conseguente aumento de produtos geneticos que
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destoxificam e eliminam metabolitos citotdxicos &
determinante para a proteccdo contra a cltotcxicidade.
Esta proteccdo retarda ou previne a instalagido de
sintomatolcgia num individuo em risco de desenvelver
neuropatia éptica glaucomatosa ou retinopatia
glaucomatosa. A quantidade eficaz de uma formulagdo pode
depender de factores como a idade, raca, e sexo do
individuc ou da gravidade da neuropatia Optica, por
exemplo. Numa realizacZc, o agente & administrade
topicamente no olho e atinge as células ganglionares da
retina numa dose terapéutica, melhorando assim C processo
patoldgico da retinopatia ou neuropatia optica.

Embora o regime preciso seja deixado a consideracdc
do c¢linico, a solucdo ou solucSes resultantes sac
preferencialmente administradas colocando uma gota de
cada solucdo(des) em cada clho entre uma a quatro vezes

ac dia, ou como indicado pelo médico.

Excipientees aceitdveis: Um excipiente

oftalmicamente aceitédvel refere-se aos excipientees que

causam uma irritacio ocular minima ou nula, garantem uma

conservacio adeguada se necesséric e libertam um ou mais

A

igl
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91)

agentes gue estimulam a translocacdo nuclear da prote
NrfZ e subseguente aumento de produtos genéticos que

destoxificam e eliminam metabolitos citotdxicos  do
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presente  invento numa dosagem homogénea. Para a
administracdo oftédlmica, um agente que estimule a
translocacdo nuclear da proteina NrfZ e consequente
aumento de produtos genéticos gue destoxificam e eliminam
os metabolitos citotdxicos deve ser combinado com
conservantes oftalmologicamente aceitavels, co-solventes,
surfactantes, espessantes, promotores da penetracao,
tampbes, cloreto de sddic ou &gua para formar uma
suspensao, oftadlmica aquosa, estéril, solucdo, gel
viscoso ou semi-viscoso ou outros tipos de composigles
sblidas ou semi-sélidas como uma pomada. Podem ser
preparadas formulacgdes oftédlmicas em solucdo, dissolvendo
o agente num tampdo aquosc isotdnico fisiologicamente
aceitdvel. Além disso, a solugdo oftalmica pode incluir
um surfactante oftalmologicamente aceitdvel para promover
a dissolugdo do agente. Podem ser adicionados
espessantes, como hidroximetil <celulose, Thidroxietil
celulose, metilcelulcse, polivinilpirrolidona, ou
semelhantes, as ccomposicdes do presente invento a fim de
melhorar a retencéo do composto.

Imica estéril em

N

Qo

Para preparar uma formulacdo oft
pomada, O agente gue estimula & translocacdo nuclear da
proteina Nrf2 e consequente aumento de produtos genéticos
que destoxificam e eliminam o metabolitos citotdxicos é

combinado com um conservante num velculo apropriade, como
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6leo mineral, lanolina liquida, ou vaselina branca. As
formulacdes oftédlmicas estéreis em gel podem ser
preparadas por suspensdc do agente numa base hidrofilica
preparada a vpartir da combinacdc de, por exemplo,
CARBOPOL®-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC) ou similar, de
acordoe com métodos conhecldos no sector para outras
formulacées oftdlmicas. Pode utilizar-se VISCOAT®
{(Labcratdrics Alcon, Inc., Fort Worth, TX} para injecgdo
intraocular, por exemplo. Outras composicdes do presente
invento podem conter materials promotores da penetraciao,
como CREMOFHOR® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) e TWEEN®
{monolaureato de polioxietileno sorbitano, Sigma

Aldrich), no caso de agentes da presente invento serem

menos penetrantes no olho,

Exemplo 1

Agentes com actividade estimuladora da translocagio

nuclear da proteina Nrf2

380 utilizadas células vasculares endoteliais, como
as células endoteliais adrticas bovinas (CEAR,
Tecnologias CVE, Rensselaer, NY}, para determinar os
agentes com actividade estimuladera da translocacédo
nuclear da proteina NrfZ. FPor exemplo, monocamadas

confiluentes de células endoteliais adrticas bovinas séo
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expostas a agentes candidatos em meio de Dulbecco

modified Eagle's com 1% de soro bovinco fetal, até

[l
b

horas. S3c preparados lisados de células, extractos
citosélicos e  extractos nucleares, 0s  quais s&o

trabalhados por imunofixacdo e gquantificados, tal como

descrito em Buckley, B.J., e al. (Biochem Biophys Res
Commun, 307:973-979 (2003)). FE em seqguida testada a

actividade de agentes que aumentam a quantidade de NrfZ2
detectada na fracgdo nuclear em comparacdo com células
controlo sem agente, num ensaio de toxicidade das células
ganglionares da retina, como descritc adiante no exemgploe

2.

Exemplo 2

Protecgdo das células ganglionares da retina de rato por
um agente com actividade estimuladcra da translocagédo

nuclear da proteina Nrf2

Sdo combinadas celulas neurais de retina de rato de
cultura com um agente estimulador da translocacdo nuclear
da proteina Nrf2 entre 1 a Z4 horas, sendo em seguida a
combinacdo exposta ao perdxido. A sobrevivéncia das
células neurais da retina quando comparada com uma
cultura de controlo sem perdxido, indica que o agente

confere proteccdo contra o oxidante,
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Sdo isoladas e cultivadas células neurals da retina
de ratos recém-nascides como descrito em Pang, I-H, e al,
(Invest Opvhthalmol Vis Sci 40:1170-117¢ ({1929})). “Neural
da retina” refere-se & retina sem o respective epitélio
pigmentar. Dessa forma, a cultura contém uma populacado
mista de tipos celulares da retina. Resumidarente, sdo
anestesiados ratos Sprague-Dawley recém-nascides com 2,5
dias de vida, sendoc praticada uma abertura mediana de Zmm
no escalpe caudal até ao seio transverso. As células
ganglionares da retina sdo selectivamente e de forma
retrbgrada marcadas com um corante fluorescente, Di-1,
(perclorato de 1,1 -dioctadecil~3,3,3",3"~
tetrametilindocarbocianino), um marcador lipcfilico que
selecciona uniformemente os neurénios (Molecular FProbes,
Eugene, OR). A ponta da agulha de injecgdo (30 ga) é
inserida 6 mm abaixo da superficie do cranio e sdo
injectados 5pl de solucdo de Di-1 no coliculc superior. A
solucdo de Di-1 contém 3 mg/ml de DL-1 em 90% de etanol e

10% de dimetilsulféxido. A ferida & coberta com uma gota

de colddic flexivel.

Dols a guatre dias apds a injeccdo de Di-l, o0s ratos
gdc anestesiados e sacrificados por decapitacdc. 0s seus

olhos sdo enucleados e colocados em meic de Dulbecco
modified FEagle’s: mistura de nutrientes Flz {1:1;

DMEM/F12Z, Gibco, Gaithersburg, MD). A retina de cada olho
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destacada e isolada. As c¢élulas da retina séo

(D~

dissociadas por uma solucdo contendo 10 mg de papaina (34
unidades/ml), 2 mg de DL-cisteina (3.3 nM) e 2 mg de
albumina sérica bovina (0.4 mg/ml) em 5 ml de DMEM/F12Z,
durante 25 mins a 37 °C, e em seguida lavadas 3 vezes com
tml de meio RGC {(DMEM, suplementade com 10% de soro
bovino fetal, 4 nM de glutamina, 100 unidades/ml de
penicilina e 10C pg/ml de estreptomicina). As pecas de
retina sdo trituradas por passagens através de plpetas
descartévels até as células ficarem dispersas. As
suspensdes celulares (aproximadamente 3x10° células/ml)
sio colocadas em pratos de cultura com o fundc de vidro
recoberto por poli-D-lisina. As células sdo cultivadas

com 95% de ar/5% de COp, a 37 °C.

Procede-se a determinacdc dos efeltos protectores de
um agente com actividade estimuladora da translocagao
nuclear da proteina Nrf2, tratando as culturas com ©
agente candidato durante 1 a 24 horas e adiciocnandc em
segulda 300 uM  de Hx0,. As CGR cultivadas sao
identificadas por fluorescéncia Di-l. A scbrevivéncia das
CGR é avaliada contando o numero de células gue ficam com
fluorescéncia Di-1. Os agentes que me horam  a
;

sohrevivéncia das é¢lulas  ganglionares da  retina

comparativamente com o controleo sdc determinantesg para
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proteger as CGR da agressdo citotdxica e sdao utels para o

tratamento da neuropatia Céptica glaucomatosa.

Exemplo 3

Protecgdo com Sulforafano das células ganglionares da

retina de rato da toxicidade induzida pele glutamato

Ratos adultos Sprague-Dawley foram mortos por
asfixia com C0;, sendo os seus olhos enucleados e
colocados em meio NEUROBASAL™ (Gibco, Gaithersburg, MD).
A retina de cada clho foi destacada e isolada. As células
da retina foram dissociadas, combinando mais de 20
retinas com 5 ml de sclucdo de papaina contende 10 mg de
papaina, 2 mg de DL-cisteina e 2 mg de albumina sérica
bovina em 5 ml de meio NEUROBASAL™, durante 25 min a 37
°C e, em seguida, lavadas 3 vezes com 5SmL de melo RGC
(NEUROBASAL™), meio suplementado, tal como c¢itado no
exemplo 2 com 1% de soro bovino fetal. As pecas de retina
foram trituradas passando através de pipetas descartéveis
agquecidas varias vezes, até as células estarem dispersas.
A suspensdo de células fol colocada numa estrutura com 8
compartimentos/pogos  recoberta por poll-D-lisine e
laminira, sendo o glutamato e glutamatc com sulforofano

adicionados zos pocgos especificados. As células foram
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cultivadas com 95% de ar/5% de CO, a 37 °C durante trés

dias.

No final do periocdo de incubacdc, as células foram
fixadas e marcadas para © Thy-1, um marcador CGR, por
Imunocitoquimica. A sobrevivéncia celular fol
gquantificada por contagem manual de células saudaveis
Thy~1l positivas em cada um dos ©pogos. Cs dados
resultantes s&o ilustrados no desenho e demconstram que o
tratamento das CGR com glutamato (100 uM} durante 3 dias
causou uma reducdo de 40-60% nas células sobreviventes. O
tratamento das células com sulforafano (0.5 uM) impediu
tal toxicidade. Estes resultados demcnstram que o
sulforafano confere protecgdo contra as agressdes das

células ganglionares da retina.

As referéncias citadas no presente, na medida em que
fornecam procedimentos exemplificativos ou outros
detalhes suplementares aocos apresentados consideram-se
especificamente incorporadas por referéncia.

8y

Salve indicacdo em contrario, og termos ™
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um” e “uns”

t{4

sao usados com o significado de “um”, “pelo menos um” ou

“um cu mais”.

Lisboa, 24 de Maio de 2007



Reivindicagdes

1. Utilizacdc de uma quantidade eficaz de uma composicgdo
contendo um agente estimulador da translocacdo nuclear da
proteina Nrf2 e um transportade aceitavel, na preparagao
de um medicamento destinado ao tratamento da retinopatia

glaucomatosa ou neurcpatia oOptica, num sujeito.

2. Utilizacdo da Reivindicacdo 1, em que o sujeito se
encontra em risco de desenvolver retinopatia glaucomatosa

ou neuropatia optica.

3. Utilizacdo da Reivindicacdo 1, em que o sujeito tem
sintomas de retinopatia glaucomatosa ou neuropatia

éptica.

4, Utilizacdo das Reivindicagbes 1 a 3, em gque o agente
inclui um  aceltante de adicédo Michael, difenol,
tiocarbamato, guinona, 1,2-ditiol-3-tiona, hidroxianisol

butilado, flavondides, um isoticcianato, 3,5-di-tetra-

butil-4-hidroxitoluenc, etoxiquina, uma cumarins,
comblinaces destes ou derivados ou anadlogos

i

.

farmacologicamente activos deste

5. Utilizacdc da Reivindicacdo 4, em que o agente inclul



um isotiocianato ou urm derivado ou anadlogoe

farmacologicamente activo deste.

6. Utilizacdo da Reivindicacdo 5, em gue o isotiocianato

inclui sulforafan ou wum derivado farmacoclogicamente

activo deste.

7. Utilizacdo da Relvindicacdo 4, em gue ¢ agente inclui
uma 1,2-diticl-3-tiona ou um derivade farmacoclogicamente

activo desta.

8, Utilizacdo da Reivindicacdo 4, em que a 1,2-ditiol-3-
tiona incluil oltipraz ou um derivado farmacclogicamente

activo desta.

9. Utilizacdo da Reivindicacdo 4, em que o agente inclul
um flavondide ou um derivado farmacologicamente activo

deste.

10. Utilizacdo da Reivindicacdo 4, em gqgue o flavondide

inclui  quercetina ou um derivado farmacologicamente

activo desta.

o medicamento é preparadoe para injeccdo intra-ocular,



implantacac de um dispositiveo de libertacdo retardada ou

administracdo tépica, oral ou intranasal.

12. Utilizac¢aoc da Reivindicagdo 11, em que o medicamento

é preparadc para administragdc intra-ccular

Lisboa, 24 de Maio de 2007
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