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RESUMO

"ESTATINAS PARA O TRATAMENTO DA HIPERTENSAO OCULAR E

GLAUCOMA™"

E descrita a utilizacdo de inibidores de HMG-CoA
reductase (por exemplo, estatina) para tratar glaucoma,
controlar a ©pressdo intra-ocular, preservar a malha
trabecular, proteger contra a neurodegeneracao ocular e/ou
proteger contra a retinopatia glaucomatosa. Os inibidores
de HMG-CoA reductase preferidos, que sdo estatina tendo um
valor de RI de 0,2 a 0,7 (por exemplo, pravastatina), séao
administrados por via de aplicacdo tépica ao(s) olho(s)

afectado(s) do paciente.

700+

-Tofme
god, ‘ . Ters2
500

450+

TOF (% de controio)

C

100 -
I 1 -

Veloule Sirvestating




PE1740164 1 -

~

DESCRICAO

"ESTATINAS PARA O TRATAMENTO DA HIPERTENSAO OCULAR E

GLAUCOMA™

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A presente invencdo refere-se para o tratamento
de glaucoma e controlo ou redugdo da pressdo intra-ocular
em pacientes. Mais particularmente, a presente invencéao
refere-se para a utilizacado de composicdes farmacéuticas
que sdo Uteis no tratamento de glaucoma e controlo ou

reducdo da pressado intra-ocular.

A neuropatia déptica glaucomatosa (glaucoma) é uma
doencga caracterizada pela perda permanente da funcgao visual
devido a lesédo irreversivel do nervo éptico. O varios tipos
morfologicamente ou funcionalmente distintos de glaucoma
sdao tipicamente caracterizados pela elevada pressao intra-
ocular (IOP), que ¢é considerado como sendo causalmente
relacionada com o curso patoldgico da doenga. A hipertensao
ocular é uma patologia em que a IOP é elevada, mas nao
ocorre nenhuma perda aparente de fungdo wvisual; tais
pacientes sdo considerados como estando em elevado risco de
desenvolvimento eventual da perda de visdo associada com
glaucoma. Alguns pacientes com perda de campo glaucomatoso

tém IOP relativamente baixa. Estes pacientes com glaucoma
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de tensdo normal ou tensdo baixa também podem beneficiar de
agentes que reduzem e controlam a IOP. Se o glaucoma ou
hipertensdo ocular ¢é descoberto precocemente e tratado
prontamente com medicamentos que efectivamente reduzem a
elevada pressdo intra-ocular, a perda de fungdo visual ou
sua deterioracgéao progressiva, geralmente pode ser
melhorada. Terapias com farmacos que provaram ser eficazes
na reducgdo da pressdao intra-ocular incluem ambos o0s agentes
que diminuem a producdao de humor aquoso e agentes que

aumentam a facilidade de escoamento.

A IOP continuamente elevada tem sido associada
com a deterioragdo progressiva da retina e a perda de
funcdo visual. Por conseguinte, reduzir a IOP pode ser um
objectivo para o tratamento de pacientes com glaucoma, de
modo a diminuir o ©potencial para, ou gravidade de,
retinopatia glaucomatosa. Infelizmente, muitos individuos
nédo respondem bem quando tratados com terapias de glaucoma

existentes.

Esta invencédo estd principalmente relacionada com
a classe de farmacos que exibem actividade inibitdria da
HMG-CoA reductase. O termo "estatina" foi frequentemente
utilizado para descrever um "inibidor de HMG-CoA
reductase". As estatinas tém sido utilizadas ou avaliadas
em vdrios estudos médicos para uma variedade de propdsitos.
Alguns destes estudos s&do apresentados abaixo. Porém, com
todos estes estudos, nao houve nenhum reconhecimento de que

as estatinas tém a capacidade de serem eficazes no
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tratamento de glaucoma e/ou de controlar ou reduzir a
pressdao intra-ocular. As estatinas sdo wuma classe dos
inibidores 3-hidroxi-3-metilglutarilo coenzima A (HMG-CoA)
reductase, que sao conhecidos pelas suas propriedades
hipolipidémicas clinicas. As propriedades hipolipidémicas
sdo devido a capacidade das estatinas para inibir a HMG-CoA
reductase, prevenindo a conversao de 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA a mevalonato que ¢é o passo da razao
limitante na sintese do colesterol. Porém, as estatinas
também exercem acgdes que podem nao estar relacionadas com
a inibicdo da biossintese do colesterol. Por exemplo, as
estatinas também tém sido reportadas por inibirem a
expressao de varias integrinas, inibir producdo do aniao
superdéxido, por interferir com a isoprenilacdo da proteina
Rho, e por agir como armadilhas de radicais livres, entre
outros efeitos (Wassmann e Nickenig, Endothelium, 2003,
10:23-33; Mason JC, (Clin Sci (Lond) 2003, 105:251-60).
Também, foram comunicadas as actividades anti-inflamatdrias
e protectoras cardiacas da estatina (Yoshida M.J.
Atheroscelrosis Thromb 2003, 10(3), 140-4; Luo JD e Chen AF

Curr Med Chem 2003, 10(1l6), 1593-601.

Sao descritos outros exemplos de estudos em que
as estatinas foram utilizadas para propdsitos ndo relaci-
onados com glaucoma no Pedido de Patente U.S. Ne°
2003/0065020 que se refere para a utilizacdo de inibidores
de HMG-CoA reductase, estatinas, para tratar a degeneracgéo
macular ou prevenir a degeneragdo macular. Também, a

Patente U.S. N° 6 569 461 se refere para a utilizacgao de
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uma formulacgdo de libertacdao controlada de certas estatinas
dcidas abertas de di-hidroxilo para o tratamento de
retinopatia diabética. Schmidt et al. (Ophthalmic Res.
1994, 26, 352-60) publicou que os pacientes tratados com
lovastatina ou simvastatina, administrados oralmente
durante pelo menos um ano, nao registaram nenhuma mudanca

clinicamente significativa na pressdo intra-ocular.

Clofibrato, um membro da classe dos fibratos do
agonista do receptor activado proliferador de peroxissoma
(PPAR) que produz uma redugao moderada no colesterol LDL e
triglicéridos, também foi documentado como sendo redutor da

IOP.

WO 2005/053683, EP-A-0473337 e US-A-5134124 des-

crevem utilizacdo de estatinas no tratamento de glaucoma.

Os presentes inventores, através de estudos
significativos, descobriram métodos para tratar glaucoma
e/ou de controlar ou reduzir a pressado intra-ocular com a
utilizacado de inibidores de HMG-CoA reductase, tal como as

estatinas.

SUMARIO DA PRESENTE INVENGCAO

A presente invencdo fornece a utilizacdo de
estatinas seleccionadas de rosuvastatina, pitavastatina,
berivastatina, glenvastatina, ou um derivado destes, ou uma

combinacdo destes, na producdo de um medicamento para o
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tratamento de glaucoma num paciente, para controlar a
pressao intra-ocular normal ou elevada num paciente, para
preservar a malha trabecular num paciente, para proteger
contra neurodegeneracao ocular num paciente, e para
proteger contra a retinopatia glaucomatosa num paciente, de

acordo com as reivindicagdes que se seguem.

Caracteristicas e vantagens adicionais da inven-—
cdo presente serdo estabelecidas em parte na descrigdo que
seque, e em parte serd evidente da descricgdao, ou pode ser
entendido pela pratica da presente invengdo. Os objectivos
e outras vantagens da presente invencdo e serdo realizados
e conseguidos por meio dos elementos e combinacgdes parti-

cularmente apontados na descricdo e reivindicac¢des apensas.

Para alcancar estas e outras vantagens e de
acordo com os pressupostos da invengdo presente, como forma
de realizacédo e amplamente descrito aqui, a presente
invencdo refere-se para a utilizacdo de composicgdes
contendo pelo menos um inibidor de HMG-CoA reductase para o
tratamento de glaucoma e/ou da redugdo ou controlo da IOP
normal ou elevada, tal como IOP associada com glaucoma de
tensdo normal e/ou de hipertensdo ocular. As composicgdes
podem preferencialmente ser composig¢des farmacéuticas, por

exemplo, adequadas para entrega tdépica no olho.

Deve ser entendido que tanto a descricao geral
precedente como a descrigdo detalhada seguinte @ sé&o

exemplares e exemplares apenas e € pretendido que fornecga
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uma explicacgdo adicional da presente invencao, como

reivindicado.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

As figuras 1-3 sao graficos estabelecendo os
efeitos da estatina basal e expressao do gene CTGF induzido

por TGFp2 na cultura de células de malha trabecular humana.

A figura 4 é um grdfico de barras que mostra o
efeito da tensdo oxidativa induzida por H;0, na viabilidade
da célula HTM-35D. As células foram incubadas na presenca
ou auséncia de agentes de teste em meio livre de soro
durante 30 minutos (37°C, 5% CO;), seguido por lavagem e
substituicdao com meio livre de soro durante 2 dias. De
seqguida a viabilidade foi avaliada por retoma do vermelho
neutro. As Dbarras representam média e SEM de duas

experiéncias separadas, cada um executado em triplicado.

A figura 5 descreve graficos de barras que
mostram o efeito da lovastatina na secrecdo e viabilidade
de fibronectina em células GIM-3. As células de malha
trabecular humana transformada (GTM-3) foram incubadas na
presenga ou auséncia de agentes de teste em meio livre de
soro DMEM durante 24 h (37°C, 5% CO;). As células sobrena-
dantes foram de seguida analisadas ©para contetdo de
fibronectina por ELISA e as monocamadas de células foram
analisadas para a viabilidade através de retoma do vermelho

neutro.
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DESCRICAO DETALHADA DA PRESENTE INVENGAO

A presente invengado refere-se em parte para um
composto para utilizar no tratamento de glaucoma em um
paciente humano ou outros mamiferos. A presente invencgao
também se refere para uma utilizacgdo para reduzir ou
controlar a IOP normal ou elevada num paciente humano ou
outros mamiferos. As utilizac¢des envolvem administracao de
uma composigdo contendo pelo menos um inibidor de 3-
hidroxi-3-metilglutarilo coenzima A (HMG-CoA) reductase.
Por outras palavras, a presente invencdo refere-se para a
utilizacdo de pelo menos uma substédncia gque tenha acti-

vidade inibidora da HMG-CoA reductase.

Um grupo de inibidores de HMG-CoA reductase que
sdao adequados para utilizacdo na presente invencdo é
conhecido <como estatina. Para propdésitos da presente
invencdo, as "estatinas" como utilizado aqui sado inibidores
de HMG-CoA. Estes farmacos podem  ter propriedades
hipolipidémicas devido a sua capacidade para inibir HMG-CoA
reductase, prevenindo a conversdao de 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA a mevalonato que €& o passo razao—-limitante na

sintese do colesterol.

Exemplos de inibidores de HMG-CoA reductase
incluem rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glen-

vastatina.
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Os nomes quimicos sdao como se segue:

e Rosuvastatina - (acido (3R, 55,6E)-7-[4-(4-fluoro-
fenil)-6-(l-metiletil)-2-[metil (metilsulfonil)amino]-
5-pirimidinil]-3, 5-di-hidroxi-6-heptandico),

e Pitavastatina - (acido (3R,5S,6E)-7-[2-ciclopropil-4-
(4—-fluorofenil)-3-quinolinil]-3,5-di-hidroxi-6-
heptendico),

e Berivastatina - (éster (R*,S*—(E)—-7-(4-(4-fluoro-
fenil)-spiro—-(2H-1-benzopiran-2,1'-ciclopentan)-3-il) -
3,5-di-hidroxi-etilo),

e Glenvastatina - ((4R,6S)-6-[(1E)-2-[4-(4-fluorofenil) -
2-(l-metiletil)-6-fenil-3-piridiniljetenil]tetra-

hidro-4-hidroxi-2H-piran-2-ona),

F
OH OH
CO
o N SN EH
i
~8 M

Rosuvastatina — acido (3R,5S8,6E)-7-[4-(4-fluorofenil)-6—(1-
metiletil)-2-[metil (metilsulfonil)amino]-5-pirimidinil]-

3,5-di-hidroxi-6-heptandico

E reconhecido que os compostos descritos acima
podem conter um ou mais centros quirais. Esta invencgao
contempla todos os enantidémeros, diasteredmeros, e misturas

destes.
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Os inibidores de HMG-CoA reductase utilizados na
presente invencao também incluem compostos que tém ou
incluem metade da Estrutura B descrita anteriormente em
combinacdo com metades diferentes da metade da Estrutura A

apresentada anteriormente.

Os sals e solvatos farmaceuticamente aceitaveis,
e forma pré-farmacos dos compostos descritos anteriormente
também podem ser wutilizados nos métodos da presente
invencdo. Além disso, também podem ser utilizados derivados
dos compostos estabelecidos acima nos métodos da presente
invencao. Os derivados incluem: derivados de Acidos
carboxilicos (por exemplo: sais de 4cidos carboxilicos,
ésteres, lactonas, amidas, A4cidos hidroxdmicos, alcoois,
dlcoois esterificados e Aalcoois alquilados (alcdxidos)) e
derivados de &alcoois (por exemplo: ésteres, carbamatos,
lactonas, carbonatos, alcdéxidos, aceitais, cetais, fosfa-
tos, e ésteres de fosfato). Com respeito aos compostos
descritos anteriormente, varios compostos contém fltor em
um ou mals dos anéis aromdaticos, e assim em vez de um
fltor, pode ser utilizado qualquer outro haleto. Também, em
vez de hidrogénio ou grupos alquilo como estabelecido nos
compostos anteriores, podem ser utilizados diferentes
grupos alquilo. Por exemplo, em vez de um grupo -O0OH,
poderia ser utilizado um grupo -O-alquilo. Assim, podem
facilmente ser wutilizados varios derivados na presente
invencdo com base na orientacdo e conhecimento apresentado
aqui, junto com o conhecimento que um perito na técnica tem

nesta area técnica.
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Os exemplos anteriores tanto estdo disponiveis
comercialmente (por exemplo, Calbiochem—Novabiochem Corpo-
ration, SST Corporation, Aceto Corporation, Tocris Cookson
Inc., Sigma, and BIOMOL Research Laboratories, Inc.) como
podem ser sintetizados com base na literatura disponivel

para esse perito na técnica.

A Dbiodisponibilidade oral das estatinas é baixa
(isto ¢é, wvariando geralmente entre 5 e 20%) devido a
eliminacdo ©pré-sistémica extensiva no figado e mucosa
intestinal. Além disso, a maioria das estatinas estéao
excessivamente ligadas ao plasma e sdo rapidamente
eliminadas (Klotz U Arzneim Forsch (Drug Research) 2003,
53, 605-611). Estes factores limitam significativamente a
quantidade de composto activo que alcangca os tecidos

oculares a seguir a administracédo oral.

A utilizacdo de administracdo ocular tépica é
contudo largamente preferida na presente invencgdo. Porém,
0s presentes inventores descobriram que engquanto certas
estatinas podem alcancar os tecidos intra-oculares por
penetracgdo da cérnea a seguir a administracdo ocular tépica
(por exemplo, pravastatina), outras estatinas ndo penetram
a cdérnea prontamente e por conseguinte ndo sao agentes
terapéuticos vidveis nos métodos da presente invencado por

esta via de administracédo (por exemplo, atorvastatina).

A  utilizacdao de ©parametros de retengao de
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cromatografia liquida de alta pressdo de fase inversa tal
como o indice de retengcédo ("RI") provou ser Util no
progndéstico da particdo de moléculas em e por membranas
biolégicas. (Brent DA, Sabaltks JJ, Minick DJ, e Henry DW,
Journal of Medical Chemistry 1983, 26, 1014-1020). Os
presentes inventores descobriram que os valores de RI podem
ser utilizados para prognosticar a competéncia das
estatinas para alcancar concentragdes terapéuticas nos
tecidos intra-oculares a seguir a administracdo de tépico
ocular. Especificamente, os inventores descobriram que as
estatinas que tém um valor de RI de 0,2 a 0,7 podem ser
administrados aos pacientes por via de administrac¢do ocular
tépica. Os wvalores de RI sao determinados por meio do

procedimento descrito a seguir.

Determinacdo dos Valores do Indice de Retencdo ("RI")

O artigo de teste é dissolvido num solvente para
fornecer wuma solugdo 15-20 pg/mL. Esta solugdo e uma
solucao de referéncia (éster isopropilico de PGFy, a 1% em
etanol diluido em 3 mL de solvente diluente) sao
directamente injectados numa coluna de cromatografia de
alta pressao de fase inversa Microsorb-MV ODS (4,6 mm ID X
15 cm comprimento, 5 pum). A fase mével & uma mistura aquosa
a pH 3,0 de tampédo fosfato de amdénio/acetonitrilo (1:1) com
uma razao de fluxo de cerca de 1 mL por minuto. O indice de

retencdo (RI) foi calculado usando a seguinte férmula:

RI = RT1/RT2
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em que:
RT1 = tempo de retencdo do artigo teste, e

RT2 = tempo de retencdo do padrdao éster isopropilico de
PGF2q.

A gama de valores de RI descrita anteriormente de
0,2 a 0,7 & aplicavel a todas as estatinas descritas aqui.
Porém, a gama tem como base a forma de &dcido aberto do di-
hidroxilo dos compostos. Por conseguinte, as estatinas em
que a Estrutura B estda na configuragdo de lactona deve ser
convertida ao correspondente adcido aberto antes de

determinar o valor de RI.

Os compostos da presente invengcao podem ser
utilizados para baixar e controlar a IOP incluindo a IOP
associada a glaucoma com normotensédo, hipertensédo ocular, e
glaucoma em animais de sangue quente, particularmente
humanos. As composigdes sé&o composigdes farmacéuticas
preferencialmente formuladas que sdo preferencialmente
adequadas para entrega tépica, tal como para o olho do
paciente. A composicdo pode ser administrada de qualquer

modo adequado através de técnicas convencionais.

As estatinas podem ajudar no atraso/contrariar a
perda de celularidade da malha trabecular (TM) observada
com glaucoma. Embora nédo seja conhecido o mecanismo exacto,
os efeitos anti-oxidativos e de armadilha de radicais
livres das estatinas podem contrariar a tensédo/leséo
oxidativa relacionada com a idade e/ou glaucoma na TM. Uma

diminuig¢do na celularidade foi previamente notada no tecido
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da ™ de pacientes com glaucoma (Alvarado et al,
Ophthalmology, 1984, 91:564-579). Além disso, foi descrito
que os niveis de produto de peroxidacdo dos lipidos
aumentaram pelo menos duas vezes em humor aquoso de
pacientes com glaucoma, junto com uma diminuigdo na
capacidade antioxidativa total (Kurysheva et al, Vestn
Oftalmol, 1996, 112:3-5). O aumentado dos niveis de
radicais livres ©pode ser destruidor para uma larga
variedade de tecidos, e portanto as estatinas podem ajudar
a atrasar/contrariar a perda de celularidade TM observada
com glaucoma. A TM é o principal local de drenagem de humor
aquoso (AH) e o compromisso do escoamento de AH através da
TM pode ser frequentemente um factor causativo para o
aumento da IOP observada no glaucoma. Preservando a
celularidade da TM através de tratamento com estatina, o
escoamento de AH pode ser melhorado e a IOP pode ser
reduzida. Assim, a invencdo presente se refere para um
método para preservar a TM de um paciente administrando a
um paciente, uma quantidade farmaceuticamente eficaz de uma
composicdo que contenha pelo menos um inibidor de HMG-CoA

reductase.

A  invencdo presente também pode prevenir a
acumulacao de excesso ou matriz extracelular imprépria que
podem obstruir o caminho do escoamento. Uma sobre
acumulacédo de materiais de matriz extracelular na regido da
TM também é uma garantia de muitas formas de glaucoma. Tal
aumento pode conduzir a uma crescente resisténcia do
escoamento aquoso, elevando assim a IOP. O factor de

crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) é implicado como um
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factor causador em condicdes associadas com a sobre
acumulacdo de ECM, por exemplo, esclerodoma, doencas
fibroproliferativas, e de <cicatrizagédo. O CIGF ©pode
aumentar a producdo de materiais da matriz extracelular
(ECM) tal como colagénio I e fibronectina. A presenca de
produtos de gene CTGF tem sido detectada em tecidos
isolados e linhas de células constituidas de TM humano, e a
fibronectina de componente ECM é segregado activamente
através de cultura de células TM humanas. Os farmacos de
estatina tal como simvastatina, lovastatina, e mevastatina
(compactina) reduz significativamente expressao do gene do
factor de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) através
de cultura de células TM humanas. As estatinas também
reduzem significativamente a secrecdo de fibronectina
através de cultura de células TM humanas. Entdo, por via
anti-oxidativa e actividade de armadilha de radicais
livres, como bem por via da supressdo da expressao de CTIGF
e secrecdao de fibronectina, o0s agentes de estatina

representam novos meios potenciais para reduzir a IOP.

Complementando o efeito hipotensivo ocular, as
estatinas podem exercer um efeito neuroprotector. Tém sido
observados na retina glaucomatosa, elevados niveis de
mediadores de neurodegeneracédo, tal como 1iNOS, TINFa,

metaloproteinase das matrizes (MMP) e astrdédcitos activados.

Uma forma de neuroproteccgdao pode ser devido a uma
reducdo da lesdo isquémica do tecido neuronal. A estatina
regulam a sintaxe endotelial do ¢xido nitrico, e assim

podem ajudar a preservar o fluxo de sangue aos tecidos
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isquémicos. As estatinas também mostraram proteger os
neurénios retinais num modelo de lesdo de reperfuséo
isquémica, um efeito que foi bloqueado por um inibidor de

sintaxe de 6xido nitrico.

Além disso, os efeitos anti-oxidativos e de
armadilha de radicais livres de estatinas podem ser
protectores contra lesdes/tensdo oxidativo na retina e
nervo Oéptico relacionado com glaucoma. Glaucoma causa a
morte das células de gédnglio retinais (RGC) . O(s)
mecanismo(s) molecular(es) exacto(s) nao é(sao) claro(s).
Porém, ha trés hipdteses populares: (1) anormalidade
vascular retinal que conduz a isquemia (Flammer et al, Prog
Retin Eye Res, 2002, 21:359-393), (2) toxicidade do
glutamato (Dreyer et al, Arch Ophthalmol, 1996, 114:299-
305), e (3) retirada de factores neurotréficos (Quigley et
al, Arch Ophthalmol, 1981, 99:635-649; Quigley et al, Arch
Ophthalmol, 1982, 100:135-146; Quigley et al, Am J
Ophthalmol, 1983, 95:674-691) . Todos estes mecanismos
propostos podem conduzir a uma toxicidade oxidativa para o
RGC em glaucoma e podem contribuir para a sua morte. Por
exemplo, quantias excessivas de radicais livres e espécies
oxigenadas reactivas podem ser geradas por isquemia que
esgota a producao de ATP causas disfuncdo mitocondrial e
aumenta os radicais livres. A toxicidade do glutamato
aumenta concentragdo de calcio intracelular, activa as
calpainas e a sintaxe de NO e produz os radicais livres. A
supressao de factores neurotrdéficos também demonstrou
causar lesdo oxidativa (Greenlund et al, Neuron, 1995,

14:303-315). Com base nesta informacao, antioxidantes, tal
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como as estatinas, sdo Uteis como neuroprotectores em
pacientes com glaucoma. A presente invencdo ainda se refere
para um método para proteger contra a retinopatia
glaucomatosa de um paciente administrando uma gquantidade
farmaceuticamente eficaz de uma composic¢éo gque contém pelo

menos um inibidor de HMG-CoA reductase ao paciente.

As composigdes wutilizadas na presente invencgao
podem ser de varios tipos de composicdes farmacéuticas, tal
como formulacgdes oftalmicas para entrega no olho (por
exemplo, topicamente, intracameralmente, ou por via de um
implante). As composicdes sao preferivelmente formulagdes
oftdlmicas tépicas para entrega no olho. As composicgdes
podem incluir conservantes oftalmologicamente aceitédveis,
intensificadores de viscosidade, intensificadores de
penetragédo, tampdes, cloreto de sdédio, e agua para formar
uma suspensadao ou solucdo oftdlmica aquosa, estéril. As
formulagdes de solugdes oftdlmicas podem ser preparadas
dissolvendo o ingrediente activo num tampdo aquoso
isotdénico fisiologicamente aceitdvel. Ainda, a solucgao
oftdlmica pode incluir um tensicactivo oftalmologicamente
aceitdvel para ajudar a dissolver o ingrediente activo.
Além disso, a solucgdo oftdlmica pode conter um agente para
aumentar viscosidade, tal como hidroximetilcelulose,
hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, metil-
celulose, polivinilpirrolidona, ou do género, para melhorar
a retencdao da formulagdo no saco conjuntival. Também podem
ser utilizados agentes gelificantes, incluindo, mas néao
limitado a, goma de gellan e xantana. Para preparar

formulacdes de pomadas oftdlmicas estéreis, o ingrediente
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activo ¢é combinado com um conservante num veiculo
apropriado, tal como, &éleo mineral, lanolina liquida, ou
vaselina branca. As formulacgdes de gel oftdlmicas estéreis
podem ser preparadas suspendendo o ingrediente activo numa
base hidréfila preparada do composto, por exemplo,
carbopol-974, ou do género, de acordo com as formulacdes
publicadas para preparacgdes oftdlmicas andlogas; podem ser

incorporados conservantes e agentes de tonicidade.

As composigdes utilizadas na presente invencao
sao formuladas preferencialmente Ccomo suspensdes ou
solugdes oftdlmicas tépicas, com um pH por exemplo de
aproximadamente 4 até aproximadamente 8. O estabelecimento
de um regime de dosagem especifico para cada individuo ¢é
deixado a discrigdo dos médicos. O ingrediente activo (por
exemplo, estatina) normalmente seréa contido nestes
formulagdes numa quantidade de aproximadamente 0,01% até
aproximadamente 10% em peso da composicdo ou formulacéo,
tal como de aproximadamente 0,01% até aproximadamente 5% em
peso, e preferencialmente numa quantidade de aproxima-
damente 0,05% até aproximadamente 2% e preferencialmente
numa quantidade de aproximadamente 0,1 até aproximadamente
1,0% em peso. A forma de dosagem pode ser uma solucdo ou
micro emulsdo de suspensao. Por exemplo, para aplicacgao
tépica, seriam entregues 1 a 2 gotas destas formulacgdes a
superficie do olho de aproximadamente 1 até aproximadamente
4 vezes por dia de acordo com a prescrigdao de um médico
qualificado. Podem ser administradas as composig¢des da
invengao presente como uma unica dose ou como doses de

mialtiplo. As composi¢des da presente invencdo Podem ser
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administradas para um dia ou dias multiplos e a composicao
da presente invencdo pode ser administrada durante dias
sucessivos ou pode ser administrada num hordrio onde um
tratamento acontece em um dia mas nao no dia seguinte. Por
outras palavras, o tratamento pode acontecer em dias néao
consecutivos. O tratamento pode acontecer durante pelo
menos dois dias consecutivos, pelo menos trés dias
consecutivos, ou mais. Além disso, as dosagens multiplas
podem acontecer no mesmo dia, durante dias sucessivos, ou
durante dias nédo consecutivos. Qualquer combinacdo de

regime de dose é possivel.

As composicgdes também podem ser utilizadas em
combinagdo com outros agentes para tratar glaucoma, tal
como, mas ndo limitado a, pB-bloqueadores (por exemplo,
timolol, betaxolol, levobetaxolol, carteolol, levobunolol,
propranolol), inibidores de anidrase carbdnica (por
exemplo, Dbrinzolamida e dorzolamida) al-antagonistas de
alpha.l (por exemplo, nipradolol). oa2-antagonistas (por
exemplo iopidina e brimonidina), midticos (por exemplo,
pilocarpina e epinefrina), andlogos de prostaglandinas (por
exemplo, latanoprost, travoprost, bimatoprost, unoprostona,
e compostos estabelecidos nas Patentes U.S. N° 5 889 052;
5296 504; 5 422 368; 5 352 708; e 5 151 444), e neuropro-
tectores (por exemplo, compostos estabelecidos no documento
Patente E.U. N° 4 6950 931, particularmente eliprodil e R-
eliprodil, como estabelecido adiante no Pedido de Aplicacéao
norte—americano N° 60/203,350), e compostos apropriados do

documento WO 94/13275, incluindo memantina.
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EXEMPLO 1

Ensaio de Inibig¢do de HMG-CoA Reductase

A actividade HMG-CoA reductase pode ser avaliada
pelo seguinte procedimento de Shefer et al. [J. Lipid Res
1972, 13, 402] como descrito no Pedido de patente dos E.U.
N° 2003/0065020. O meio do ensaio completo continha o
seguinte num volume total de 0,8 mlL; tampdo fosfato, pH
7,2, 100 mM; MgCl,, 3 mM; NADP, 3 mM; desidrogenase de
glicose-6-fosfato, 3 unidades de enzima; glutationa redu-
zida 50 mM; HMG-CoA (glutaril-3-*"C), 0,2 mM (0,1 puCi); e

solucdo stock de enzima parcialmente purificada, 100 pL.

Os compostos de teste na forma de sal de Aacido
foram adicionados ao sistema de ensaio em volumes de 10 puL
as concentracgdes seleccionadas. Depois de uma incubacgao de
40-minutos a 37°C com agitacdo e exposicdo ao ar, a reacgao
foi parada pela adigdo de 0,4 mL de HCl 8 N. Depois de uma
incubacao adicional 30-minutos a 37°C para assegurar a
lactonizacao completa do &cido mevaldénico a mevalono-
lactona, foram acrescentados 0,2 mL da mistura a uma coluna
0,5 x 0,5 cm contendo Bio-Rex 5 de malha 100-200, forma de
cloreto (Bio-Rad), molhada com agua destilada como descrito
por Alberts et al. [Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1980, 77,
3967]. O [C*]HMG-CoA foi absorvido na resina e o [C']me-
valonato foi eluido com Agua destilada (2 x 1 mlL)

directamente em frascos de cintilacdo de 7 mL. Acrescentou-—
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se a cada frasco cinco mililitros de Aquasol-2, e mediu-se
a radioactividade num contador de cintilacdo. Os valores de
ICsg foram determinados pelo tracado da percentagem de
inibicdo contra a concentragdo do composto teste e ajus-
tando uma linha direita aos dados resultantes utilizando os
métodos dos minimos quadrados. Para estimar as poténcias de
inibicdo relativas, utilizou-se compactina como um padrdo e
atribuiu-se um valor de 100 e o wvalor ICsy do composto
teste foi comparado com o da compactina determinado simul-

taneamente.

EXEMPLO DE REFERENCIA 2

Inibicdo da expressdo do gene CTGF estimulado por TGFfp2

Foi estudada a eficdcia das estatinas na expres-
sdao do gene CTGF na cultura de células da malha trabe-
cular (TM) humana. Os resultados estdo resumidos nas Figuras
1-3. Nestas experiéncias, os niveis de CTGF/18S cDNA foram
medidos através de transcrigdo reversa quantitativa PCR
(QPCR) e comparados. Como pode ser visto do resumo dos
resultados nas Figuras 1 e 2, foram testados trés tipos
diferentes de estatina para determinar o efeito no controlo
dos niveis de CTGF. Como pode ser visto das Figuras, quando
o TGFP2 estava presente no veiculo, os niveis de CTGF eram
bastante altos. Porém, quando uma das estatinas foi intro-
duzida, estes niveis foram significativamente reduzidos na
ordem de mais de 100%. A lovastatina inibiu a expressédo de

CTGF estimulada por TGFP2 de uma forma dependente da dose
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com um valor de ICso de 75 nM (Fig. 3). Os resultados deste
estudo demonstram claramente que as estatinas tém um grande
efeito na expressdo do gene CTGF na cultura de células de

malha trabecular humana.

EXEMPLO DE REFERENCIA 3

Protecgdo contra a morte de células TM mediada H,O,

O efeito de tensdo oxidativa induzida por H20, em
células HTM-35 D (uma estirpe de células TM humanas de
cultura) viabilidade foi testada com e sem presencga de
estatinas. Em particular, as células foram incubadas na
presenca ou auséncia de agentes de teste em meio livre de
soro durante 30 minutos (37°C, 5% CO;), seguido por lavagem
e substituicdo com meio livre de soro durante dois dias. A
viabilidade foi entdo avaliada por captagcao de vermelho
neutro. Os resultados estdo resumidos na Figura 4, em que
as barras representam o meio e SEM de duas experiéncias
separadas, cada uma executada em triplicado. Como pode ser
visto na Figura 4, com a presenga de uma estatina, os
efeitos da H;0, na viabilidade das células HTM-35D foram
suprimidos ou controlados para niveis essencialmente
compardveis para onde ndo estava presente nenhuma H;0,.
Assim, estes testes mostram a capacidade das estatinas
serem Uteis no tratamento de glaucoma e controlo ou redugéo

da IO0OP.
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EXEMPLO DE REFERENCIA 4

Inibigdo da secregdo de TM fibronectina

Foi testado o efeito da lovastatina na secrecao
de fibronectina tanto basal (veiculo) como estimulada
(TGFB2) GTM-3 (uma estirpe de células TM humanas de
cultura) secrecao. Foram incubadas células GTM-3 na
presenca ou auséncia de agentes de teste em meio livre de
soro durante 24 h (37°C, 5% CO;), de seguida foram
determinados por ELISA os niveis de fibronectina segregados
de sobrenadantes de células. Foram executados ensaios de
captacdao de vermelho neutros nas restantes monocamadas de
células, para determinar o efeito de agentes de teste na
viabilidade das células GIM-3. Os resultados estdo resu-
midos na Figura 5. Como pode ser imediatamente visto na
Figura 5, a lovastatina suprimiu a secrecdo de fibronectina
estimulada por TGFP2, além de supressdo da secrecgdo basal,
sem afectar a viabilidade das células. Assim, em virtude da
capacidade para reduzir a acumulacdo excessiva de matriz
extracelular (por exemplo fibronectina), as estatinas séo
uteis no tratamento de glaucoma e controlo ou redugédo da

IOP.

EXEMPLO DE REFERENCIA 5

Resposta de 1IOP aguda em olhos tratados com laser

(Hipertensivo) de macacos Cynomolgus Conscientes.

A pressao intra-ocular (IOP) foi determinada com
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um Alcon Pneumatonometer apds leve anestesia da cdédrnea com
0,1% de proparacaina. Os olhos foram lavados com sSoOro
fisioldgico depois de cada medicdo. Depois da medigao da
linha de base de IOP, o composto de teste foi instilado
numa aliquota de 30uL nos olhos a direita apenas em nove
macacos Cynomolgus. O veiculo foi instilado nos olhos a
direita de mais seis animais. As subsequentes medicgdes de
IOP foram realizadas a 1, 3, e 6 horas. A lovastatina,
fluvastatina, atorvastatina e pravastatina nao reduziram
significativamente a IOP a seguir a uma unica aplicacgéao

ocular tépica de 300 pg.

EXEMPLO DE REFERENCIA 6

Resposta em olhos tratados com laser (Hipertensivo) de

macacos Cynomolgus conscientes a seguir a repetidas doses

Num estudo adicional, foi medida a eficacia da
lovastatina na reducgdo da pressao intra-ocular em macacos
hipertensivos oculares conscientes utilizando um estudo de
trés dias, cinco doses. O artigo de teste foi administrado
numa aliquota de 30 uL aos olhos submetidos a laser
(trabeculoplastia de laser unilateral) de oito animais. O
veiculo foi instilado nos olhos submetidos a laser de mais
seis animais como um controlo. Foram instiladas doses 1, 3,
e 5 as 09:00 horas em trés dias sucessivos; doses 2 e 4 as
16:30 horas nos dias 1 e 2. A IOP foi medida a 1, 3 e 6
horas depois das doses 1 e 5. A IOP também foi medida 16

horas apés a dose 4. A mudangca de percentagem do tempo 0
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linha base foi determinada para cada animal para todas as

medicdes de IOP.

A lovastatina reduziu a IOP nos olhos submetidos
a laser dos macaco por uma média de 22,8% (8,3 mmHg), 21,5%
(8,1 mmHg) e 25,5% (9,5 mmHg) as 1, 3, e 6 horas,
respectivamente, nos macacos submetidos a laser depois da
quinta instilacdo ocular tépica de 300 pg. Houve wuma
redugédo média na IOP de 12,5% no grupo de controlo. Num
estudo subsequente, em que foram administradas nove doses
de lovastatina durante um periodo de cinco dias, a IOP foi

reduzida por até 7,4%.

As seguintes formulagdes podem ser preparadas

para propdsitos da invengao presente.

EXEMPLO DE REFERENCIA 7

Ingredientes Quantidades (peso %)
Estatina, tal como lovastatina 0,01-2%
Hidroxipropilmetilcelulose 0,5%
Fosfato de sdédio dibdsico (anidro) 0,2%
Cloreto de sdédio 0,5%
EDTA dissddico (Edetato dissddico) 0,01%
Polissorbato 80 0,05%
Cloreto de benzalcdnio 0,01%
Hidréxido de sdédio/dcido cloridrico para ajustar o pH a

7,3-7,4

Agua purificada g.b. para 100%
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Ingredientes Quantidades (peso %)
Estatina, tal como lovastatina 0,01-2%
Metilcelulose 4,0%
Fosfato de sédio dibdsico (anidro) 0,2%
Cloreto de sdédio 0,5%
EDTA dissdédico (Edetato dissddico) 0,01%
Polissorbato 80 0,05%
Cloreto de benzalcdnio 0,01%

Hidréxido de sdédio/dcido cloridrico

para ajustar o pH a

7,3-7,4

Agua purificada

g.b. para 100%

Ingredientes Quantidades (peso %)
Estatina, tal como lovastatina 0,01-2%
Goma Guar 0,4-6,0%
Fosfato de sédio dibasico (anidro) 0,2%
Cloreto de sédio 0,5%
EDTA dissddico (Edetato dissddico) 0,01%
Polissorbato 80 0,05%
Cloreto de benzalcdnio 0,01%

Hidrdéxido de sddio/acido cloridrico

para ajustar o pH a

7,3-7,4

Agua purificada

g.b. para 100%
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Ingredientes

Quantidades (peso %)

Estatina, tal como lovastatina

0,01-2%

Vaselina e 6leo de mineral e lano-

Consisténcia de

lina pomada
Fosfato de sédio dibdsico (anidro) 0,2%
Cloreto de sdédio 0,5%
EDTA dissddico (Edetato dissddico) 0,01%
Polissorbato 80 0,05%
Cloreto de benzalcdnio 0,01%

Hidrdéxido de sddio/acido cloridrico

para ajustar

7,3-7,4

o pH a

Agua purificada

g.b. para 100%

Lisboa, 9 de Outubro de 2008
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REIVINDICAGCOES

1. Utilizacdo de uma estatina seleccionada de
rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
ou um derivado destes, ou uma combinacdo destes, na
producdo de um medicamento para o tratamento de glaucoma

num paciente.

2. Utilizacdo de uma estatina seleccionada de
rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
ou um derivado destes, ou uma combinacdo destes, na pro-
dugcdo de um medicamento para controlar a pressdao intra-

ocular normal ou elevada num paciente.

3. Utilizacdo de uma estatina seleccionada de
rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
ou um derivado destes, ou uma combinacdo destes, na pro-
ducdo de um medicamento para preservar a malha trabecular

num paciente.

4. Utilizacdo de uma estatina seleccionada de
rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
ou um derivado destes, ou uma combinacdo destes, na
producdo de um medicamento para proteger contra neurode-—

generacdo ocular num paciente.

5. Utilizacdo de uma estatina seleccionada de

rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
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ou um derivado destes, ou uma combinacdo destes, na pro-
dugcao de um medicamento para proteger contra a retinopatia

glaucomatosa num paciente.

6. Utilizacdo de qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 5, em que o referido medicamento seja para
administracdao tépica a pelo menos um olho do referido

paciente.

7. Utilizacgdo como na reivindicacgdao 6, em que a
referida estatina tenha um valor de indice de retencgédo (RI)

de 0,2 a 0,7.

8. Utilizacdo como em qualquer uma reivindica-
¢cbes 1 a 5, em que o referido medicamento seja para
administracdao intra-ocular a pelo menos um olho do referido

paciente.

9. Composigcao de uma estatina seleccionada de
rosuvastatina, pitavastatina, berivastatina, glenvastatina,
ou um derivado destes, ou uma combinacao destes, de 0,02% a
2,0% em peso da referida composicédo, para utilizacdo no
tratamento de glaucoma num paciente, controlar a pressao
intra-ocular normal ou elevada num paciente, para preservar
a malha trabecular num paciente, ou para proteger contra a

retinopatia glaucomatosa num paciente.

10. Composicéao da reivindicacao 9, compreendendo

ainda, um P-bloqueador, um inibidor de anidrase carbdnica,
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um antagonista al, um agonista a2, um midtico, um andlogo
de prostaglandina, um neuroprotector, ou qualquer combi-

nacao destes.

11. Composicado da reivindicacédo 9, compreendendo

ainda, pelo menos um inibidor de anidrase carbédnica.

Lisboa 9 de Outubro de 2008
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIQZ‘S.O

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente é apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina gquaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigédo

= SO A « USR5

» 24T B s LR S3
« WO FDOSOSEEES A + USS5Y
. A » US4
. & «  Us

. & « WOA

. &

Literatura que n3o é de patentes citada na Descrigio

. WASS%&‘}WN RICKENIG, Endafhatin, 2003 wol +  KURYSHEWVA =f al, Vesin Gietmel 1898, wal 112,
18, 2 5

. MAS# ‘M ‘EL O Sof (Long, 2003, wod Y05, 25468 v FLAMBER ef al. Frag Ratin Eve Res, 3002, voi, 21,

IRQEY

» FORHIDA W 8 Afercsesioss Tivonss, J00F v »  DBREYEE et al. Arolr Cphfhaiaol, 1898, wal 114,
€3], 1404 258305

o NG S0y CHEN &F, Swre Med Chem, 2003, vl 13 » REBMGLEY et ol Svch Ophihedmed 1881, wob 38,
{ : 535548

* SFH‘MD‘E’ =t al. Cphthainns Sex, 1884 vol 26, +  BHGLEY et al. drch Spfthalmad, 1832 wol 103,
: £0 135-148

s KLOTZE U Svzoein Forsely (g Resesroh, 35083, ¢ QEHGLEY ot all Anv .l Opiieimed, 1883, wol 85,
wol B3, 845811 fare 850k |

~ DREMTDA.SABALTES M BIRNICK D HENRY v GREENLUND 2§ 9l Meunyy, 1855 wal. 14, 383313
W, Jounesf of Madicins! Chemaidin, Y883, val. 28,
-850 v SHEFERe1al S Lindd Reg 1872 wol 13, 4
* ALWVARADD ot gl Oeilfweimoiogy, 1838 vol 31, = AL BEHTS et gl Progc Nadl As&i:a“ Kol U
534-578 vol 77, 3867




	BIBLIOGRAPHY

