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COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA USO NO TRATAMENTO DE MAL DE
PARKINSON

CAMPO TECNICO

A presente invencdo relaciona-se ao campo de doengas
neurodegenerativas e, especificamente, relaciona-se as composicbes e aos
métodos de tratamento do mal de Parkinson.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

O mal de Parkinson € um disturbio degenerativo caracterizado por perda
cronica e progressiva de neurbnios dopaminérgicos em substancia negra pars
compacta, levando a disturbios de movimento que incluem a discinesia, tremor de
repouso, rigidez e disbasia.

O tratamento médico do mal de Parkinson € direcionado a interrupgao,
diminui¢ado, redugdo do grau ou minimizagao do processo neurodegenerativo em
neurdnios negriostriatais (terapia neuroprotetora) e a eliminagéo da instabilidade
bioquimica (terapia sintomatica). As principais instrugdes na terapia sintomatica
do mal de Parkinson sdo aumentar a sintese de dopamina ou estimular a
atividade dos receptores de dopamina e a liberagdo de dopamina do espaco
pré-sinatico, e inibir a reabsor¢do de dopamina por receptores pré-sinaticos e
catabolismo de dopamina.

O padrao ouro no tratamento farmacoloégico do mal de Parkinson é
fornecido por substdncias que contém DPA como levodopa. Levodopa é
comumente administrada em conjunto com carbidopa, que aumenta a meia-vida
do levodopa. No entanto, a eficacia desses agentes diminui com o passar do
tempo devido a continua degeneragdo dos neurdnios na substancia negra.
SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengao fornece férmulas compreendendo drogas conhecidas
utilizadas e propostas para o tratamento de mal de Parkinson, formuladas de
forma que tais drogas serdao mais efetivas no tratamento das condigbes do
pacientes.

Sob um aspeto, a presente invengéo se refere as condi¢cbes farmacéuticas
para o tratamento do mal de Parkinson compreendendo uma combinagao fixa de
dois agentes ativos diferentes selecionados de compostos que produzem efeitos
sintomaticos ou neuroprotetores, ou ambos, em pacientes com Parkinson, em que
a razdo molecular dos dois compostos esta na faixa de 1:1 a 1:100.

Sob outro aspecto, a presente invencgéo fornece método para tratamento do

mal de Parkinson que compreende administrar a um paciente necessitado uma
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composicao farmacéutica que compreende combinagdes das drogas da invengao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figs. 1 A-C apresentam o efeito neuroprotetor de drogas de Parkinson
e combinag¢des das drogas na apoptose induzida por meio livie de soro em
células PC12, conforme medido pela % de células viaveis. Na Fig. 1A: (1) Jejum;
(2) ropinirol, 200uM; (3) ropinirol, 100uM; (4) rasagilina, 50uM; (5) rasagilina,
100uM; (6) combinagao de ropinirol, 200uM:rasagilina, 50uM; (7) combinacgéo de
ropinirol, 100uM:rasagilina, 10uM; Na Fig. 1B: (1) Jejum; (2) pramipexol, 200uM;
(3) pramipexol, 100uM; (4) selegilina, 50uM; (5) selegilina, 10uM; (6) combinacgao
de pramipexol, 200uM:selegilina, 50uM; (7) combinagcdo de pramipexol,
100uM:selegilina, 10pM; Na Fig. 1C: (1) jejum; (2) ropinirol, 200uM; (3) ropinirol,
100uM; (4) selegilina, 50uM; (5) selegilina, 10uM; (6) combinagao de ropinirol,
200pM:selegilina, 50uM; (7) combinacéo de ropinirol, 100uM:selegilina, 10uM.

As Figs. 2 A-D apresentam o efeito neuroprotetor de drogas de Parkinson
e de combinagées na apoptose induzida por MPP+ em células PC12, conforme
medido pela % de células viaveis. Nas Figs. 2A-C o efeito neuroprotetor € medido
pela % de da viabilidade de controle, enquanto na Fig. 2D, € medido como % da
toxidade. Na Fig. 2A: (1) MPP+, 250uM; (2) ropinirol, 400uM; (3) ropinirol, 200uM;
(4) ropinirol, 100uM; (5) rasagilina, 100uM; (6) rasagilina, 50uM; (7) rasagilina,
10uM; (8) combinagao de ropinirol, 400uM:rasagilina, 100uM; (9) combinagio de
ropinirol, 200pM:rasagilina, 50uM; (10) combinagao de ropinirol, 100uM:rasagilina,
10uM; Na Fig. 2B: (1) MPP+, 250uM; (2) ropinirol, 400uM; (3) ropinirol, 200uM;
(4) selegilina, 100uM; (5) selegilina, 50uM; (6) combinagdo de ropinirol,
400uM:selegilina, 100uM; (7) combinagéo de ropinirol, 200uM:selegilina, 50uM;
Na Fig. 2C: (1) MPP+, 250uM; (2) pramipexol, 400uM; (3) rasagilina, 100uM; (4)
selegilina, 100uM; (5) combinagao de pramipexol, 400uM:rasagilina, 100uM; (6)
combinagdo de pramipexol, 400uM:selegilina, 100uM. Na Fig. 2D: (1) MPP+,
500uM; (2) pramipexol, 400uM; (3) rasagilina. 400uM; (4) combinagdo de
pramipexol, 200uM: rasagilina, 200uM; (5) Controle.

As Figs. 3A-C apresentam o efeito beneficial da combinagao das drogas
na atividade de locomog¢dao em camundongos tratados com MPTP, medido pela
laténcia do Rota-rod (3A) ou distancia do Rota-rod (3B-C) no 5° dia (3A-B) e no
11° dia (3C) do estudo. (1) controle; (2) MPTP; (3) Rasagilina0.1mg/Kg:; (4)
Pramipexol, 1mg/Kg; (5) combinagéo de (3) e (4).

A Fig. 4 apresenta o efeito beneficial da combinagdo dos niveis de
dopamina em camundongos tratados com MPTP (1) Camundongos naive; (2)
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MPTP; (3) Rasagilina 0.05mg/Kg; (4) Pramipexol 0.5mg/Kg; (5) Combinacgéo de
(3) e (4); (6) Rasagilina 0.1mg/Kg; (7) Pramipexol 1mg/Kg; (8) Combinacgao de (6)
e (7). DA, dopamina.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGCAO

Sob um aspecto, a presente invencao se refere ao tratamento combinado
de pacientes com mal de Parkinson com dois agentes ativos diferentes.

Um tratamento combinado com dois agentes que agem através de dois
mecanismos de agao diferentes, por exemplo, um que produz efeito neuroprotetor
e outro induzindo efeitos sintomaticos através da sintese de dopamina no cérebro,
possui tem muita possibilidade de possuir valor terapéutico beneficial sinérgico.
Ademais, agentes com atividade antiapoptose ou atividade de stress
antioxidante pode ser beneficial quando combinado com inibidores de
anticolinesterase ou antagonistas de NMDA.

A razao por tras desse aspecto da presente invengao é que a proporgéo
dos dois componentes da combinagdo deve ser precisamente ajustada e que os
dois componentes sao preferencialmente formulados em forma de Gnica dosagem
designada para desempenho e eficacia farmacocinético otimizado e para
adaptagdo do paciente. O termo “Combinacdo de Dosagem Fixa” é utilizado neste
para descrever uma férmula de dosagem Unica que compreende duas drogas
diferentes em proporgdes precisas, ou seja, em certas doses fixas. Em um
tratamento baseado em drogas muiltiplas, a proporcao exata dos componentes, a
periodicidade, a dosagem e os aspectos farmacocinéticos possuem um papel de
extrema importancia. Para determinar a Combinacdo de Dosagem Fixa, nio
somente a efichcia e a poténcia combinada/sinérgica sdao importantes, mas
também a farmacocinética relativa de cada componente e a férmula otimizada.

O efeito terapéutico superior das combinagées da presente invencao
comparado com monoterapias € a combinagao de terapias para mal de Parkinson
vigentes é devido a proporgdes e formulas exclusivas que fornecem propriedades
farmacocinéticas otimizadas e melhora a absorgéo, a meia vida e a distribuigéao de
um ou de ambos os agentes.

Assim, de acordo com esse aspecto, a invengdo fornece composicido
farmacéutica para o tratamento de mal de Parkinson que compreende portador
farmaceuticamente aceitavel e dois agentes ativos selecionados de compostos
que produzem efeito neuroprotetor ou sintomatico, ou ambos, em pacientes com
mal de Parkinson, em que a razdo molar dos dois compostos esta na faixa de 1:1
a 1:100.
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O composto que produz efeito neuroprotetor ou sintomatico, ou ambos
podemos podem ser selecionados de dois grupos diferentes dos seguintes
agentes: (i) agonista receptor de dopamina (DRA); (ii) inibidor de monoamina
oxidase (MAO); (iiij somente levodopa, ou combinacido com inibidor de
decarboxilase e/ou inibidor de catecol-O-metiltransferase (COMT); (iv) agonista ou
antagonista de receptor de glutamato; (v) agente de captura do spin; (vi) agente
antioxidante; ou (vii) agente anti-inflamatorio.

O composto que produz efeito neuroprotetor ou sintomatico, ou ambos,
pode ser selecionado de dois grupos diferentes dos seguintes agentes: (i)
agonista receptor de dopamina (DRA); (ii) inibidor de monoamina oxidase (MAO);
(iii) somente levodopa, ou combinagado com inibidor de decarboxilase e/ou inibidor
de catecol-O-metiltransferase (COMT); (iv) agonista ou antagonista de receptor de
glutamato; (v) agente de captura do spin; (vi) agente antioxidante; ou (vii) agente
anti-inflamataério.

Em uma modalidade, um dos agentes ativos é um agonista de receptor de
dopamina (DPA) capaz de estimular receptores de dopamina em nervos do
cérebro que geralmente seriam estimulados por dopamina. O agonista pode ter
agao seletiva em subtipos de receptores de dopamina. Exemplos de agonistas de
receptores de dopamina que podem ser utilizados segundo essa invengao
incluem, mas nao sdo limitados a, pramipexol, ropinirol piribedil, lisuride,
cabergolina, apomorfina, rotigotina, bromocriptina e pergolida.

Em modalidades preferenciais, o agonista & pramipexol, ropinirol e
amorfina, mais preferencialmente pramipexol e ropinirol. Pramipexol e apomorfina
produzem efeitos sintomaticos e neuroprotetores, e roponirol produz efeito
sintomatico.

Em outra modalidade, um dos dois agentes ativos € um inibidor de MAO,
preferencialmente inibidor de MAO-B do tipo propargilamina como rasagilina e
selegilina, ambas as drogas aprovadas para o tratamento do mal de Parkinson.

A principal razéo para a inibicao de MAO no mal de Parkinson é o aumento
da atividade estriatal da dopamina, que resulta em beneficios sintomaticos
motores. Inibidores de MAO também podem aumentar o nivel de dopamina
através da inibico da monoamina oxidade B, enzima responsavel por sua
hidrélise. Adicionalmente, devido as suas atividades antioxidantes e
antiapoptéticas, inibidores de MAO-B também demonstram atividade
neuroprotetora.

Ainda em outra modalidade, um dos agentes ativos é levopoda (L-DOPA),
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um precursor da dopamina, que é capaz de atravessar a barreira sangue-cérebro,
ao contrario da dopamina. No sistema nervoso central, o levopoda é metabolizado
em dopamina pela decarboxilase do &acido aromatico L-amino (neste,
“decarboxilase”) e aumenta os niveis de dopamina no cérebro, sendo portanto
indicados no tratamento do mal de Parkinson. No entanto, o levodopa é também
convertido em dopamina nos tecidos periféricos, isso €, fora do cérebro. De modo
a prevenir a formacéao periférica de dopamina, em uma modalidade, um inibidor
de decarboxilase periférica como carbidopa ou benserzida é coadministrado
juntamente com levodopa. Em outra modalidade, um inibidor de catecol-O-
metiltransferase (COMT) como tolcapona ou entacapona é coadministrado
juntamente com levodopa e carbidopa para prevenir a sintese de dopamina no
tecido periférico. Uma vez que tanto o cabidopa quanto os inibidores de COMT
nado produzem efeitos beneficiais quando administrados sozinhos em pacientes
com mal de Parkinson, ndo sdo considerados agentes ativos de acordo cm a
presente invengao.

Ainda em outra modalidade, um dos dois agentes ativos € um agonista ou
antagonista de receptores de glutamato, como, mas nao limitado a, amantadina,
minociclina e remacemida.

A via glutaminérgica subtalamopalidal é hiperativa apdés a deplecao de
dopamina que leva a transmissao excessiva do nulcleo subtalamico e de vias
glutaminérgicas subtalamopalidais que resultam em acinesia e rigidez. A inibigao
dessas vias por antagonistas de receptores de glucamato restabelecem o balango
da transmissdo de acetilcolina e dopamina e revertem os sintomas motores. E
suposto que a patogénese do mal de Parkinson pode ser mediada por dano
neural induzido por glucamato e que antagonistas de glucamato podem ser
neuroprotetores no mal de Parkinson.

O funcionamento anormal do neurotransmissor sinaptico excitatério de
aminoacidos (principalmente glucamato e aspartato) e outros neurotransmissores
excitatérios e inibidores possuem um papel do desenvolvimento e progresso de
uma série de disturbios cerebrais neurodegenerativos, incluindo epilepsia, mal de
Parkinson e doenca de Alzheimer. Esses incluem agonistas e antagonistas de
receptores de glutamato dos subtipos N-metil d-aspartato (NMDA) e nao NMDA e
agonistas e antagonistas de receptores de glutamato metabotrépico, que agem
pré ou pés-juncionalmente na sinapse excitatoria central. Antagonistas do Grupo |
e agonistas de receptores de mGlu dos Grupos |i e Il apresentam propriedades
neuroprotetoras e atenuantes de sintomas.



10

15

20

25

30

35

6/18

Visto que receptores de NMDA sdo um dos fatores mais danosos da
excitotoxidade, antagonistas dos receptores tém apresentado grande potencial no
tratamento de condigbes que envolvem a excitotoxidade, incluindo danos
cerebrais  traumaticos, acidentes vasculares cerebrais, e doencas
neurodegenerativas como doenga de Alzheimer, mal de Parkinson e doenca de
Huntington.

Em uma modalidade, um dos agentes ativos € um antagonista de
receptores de NMDA. A amantadina € um antagonista de receptores de NMDA e
uma droga anticolinérgica e que tem efeitos sintomaticos e neuroprotetores. A
minociclina, membro do amplo espectro de antibidticos tetraciclinas, apresenta
propriedades neuroprotetoras. Tanto a minociclina, membro do amplo espectro de
antibiéticos tetraciclinas, quanto a remacemida apresentam propriedades
neuroprotetoras.

Ainda em outra modalidade, um dos dois agentes ativos € um agente de
captura do spin como, mas néo limitado a, 4-hidréxi-[2,2,6,6-tetrametilpiperidino-1-
oxila (tempol), a-(4-piridil-1-6xido)-N-terc-butil nitrona (POBN), ou a-fenil-terc-butil
nitrona (PBN), conhecidas como agentes neuroprotetores.

Ainda em outra modalidade, um dos dois agentes ativos € um antioxidante
que produz efeito neuroprotetor como, mas néao limitado a, melatonina, vitamina
C, vitamina D, B-caroteno; estrégenos como 17B-estradiol; compostos fenélicos
como vitamina E, 24,6-trimetilfenol, N-acetilserotonina, e 5-hidroxi-indol; e
canabinoides. Na familia das moléculas esterdides, somente os estrogenos
possuem a capacidade de prevenir morte celular neuronal causada por
sobrecarga oxidativa elevada.

Ainda em outra modalidade, um dos dois agentes ativos é um agente
anti-inflamatoério que pode ser uma droga anti-inflamatéria nao esteréide como,
mas nao limitado a, ibuprofeno, indometacina, nimesulida, celecoxib, rofecoxib,
valdecoxib, parecoxib, flurbiprofeno, sulindaco; rofecoxib celecoxib, nabumetona,
naproxeno, aspirina, cetoprofeno, diclofenaco, piroxicam, diflunisal, fenoprofeno,
sulindac, ou meclofeno; e a proteina ficocianina (Pc); e um esteroide
anti-inflamatdrio como, mas néo limitado a, metilprednisolona.

Em modalidade preferencial, a composicdo farmacéutica da invencéo
compreende

(i) pramipexol combinado com rasagilina, selegilina, ropinirol, piribedil,
bromocriptina, pergolida, lisuride, cabergolina, apomorfina, rotigotina, levodopa,
levodopa com carbidopa, levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com
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carbidopa e tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(i) ropinirol combinado com rasagilina, selegilina, piribedil, bromocriptina,
pergolida, lisuride, cabergolina, apomorfina, rotigotina, levodopa, levodopa com
carbidopa, levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e
tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(iii) piribedil combinado com rasagilina, selegilina, bromocriptina, pergolida,
lisuride, cabergolina, apomorfina, rotigotina, levodopa, levodopa com carbidopa,
levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone,
amantadina, ou minocicling;

(iv) bromocriptina combinada com rasagilina, selegilina, pergolida, lisuride,
cabergolina, apomorfina, rotigotina, levodopa, levodopa com carbidopa, levodopa
com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, amantadina,
ou minociclina;

(v) pergolida combinada com rasagilina, selegilina, lisuride, cabergolina,
apomorfina, rotigotina, levodopa, levodopa com carbidopa, levodopa com
carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, amantadina, ou
minociclina;

(vi) lisuride combinado com rasagilina, selegilina, cabergolina, apomorfina,
rotigotina, levodopa, levodopa com carbidopa, levodopa com carbidopa e
entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(vii) cabergolina combinada com rasagilina, selegilina, apomorfina,
rotigotina, levodopa, levodopa com carbidopa, levodopa com carbidopa e
entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(viii) apomorfina combinada com rasagilina, selegilina, rotigotina, levodopa,
levodopa com carbidopa, levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com
carbidopa e tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(ix) rotigotina combinada com rasagilina, selegilina, levodopa, levodopa
com carbidopa, levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa
e tolcapone, amantadina, ou minociclina;

(x) selegilina combinada com levodopa, levodopa com carbidopa, levodopa
com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, amantadina,
ou minociclina;

(xi) rasagilina combinada com levodopa, levodopa com carbidopa,
levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone,
amantadina, ou minociclina;

(xii) amantadina combinada com levodopa, levodopa com carbidopa,
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levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone, ou
minociclina; e

(xiiiy minociclina combinada com levodopa, levodopa com carbidopa,
levodopa com carbidopa e entacapona, levodopa com carbidopa e tolcapone.

Foi descoberto segundo a presente invencdo que as combinagbes de
pramipexol com rasagilina ou selegilina, ou ropinirol com rasagilina ou selegilina,
sao mais eficientes na melhoria e manutengao da viabilidade de células neuronais
privadas de MPP+ e soro in vitro do que quando os mesmos compostos sao
utilizados separadamente (veja o Exemplo 1). Também foi descoberto segundo a
presente invencdo que a combinagdo de pramipexol com rasagilina € muito mais
eficiente na restauracdo da atividade locomotora e do nivel de dopamina em
neurdénios de dopamina na substdncia negra em camundongos tratados com
MPTP do quando dois compostos sdo administrados sozinhos (veja Exemplo 2).
Isso é verdadeiro tanto para camundongos tratados por 5 dias como para
camundongos tratados por 11 dias. De acordo com essas descobertas, a terapia
de combinacgao confere atividade neuroprotetora e, como resultado, atenuacgéo do
dano e sensitividade normal do sistema dopaminérgico para agonistas de
dopamina. A terapia de combinagdo também parece restabelecer ou balancear a
resposta potencialmente desequilibrada do animal a “terapia aumentadora
dopaminérgica” conferida por agonista de dopamina quando administrado
sozinho.

Assim, em modalidades preferenciais, a composicdo farmacéutica
compreende combina¢do de agonista de receptores de dopamina combinados
com inibidores de MAO. Por exemplo, a composi¢cao farmacéutica compreende
um agonista de receptores de dopamina selecionados a partir de pramipexol,
ropinirol piribedil, lisuride, cabergolina, apomorfina, rotigotina, bromocriptina ou
pergolida combinados com um inibidor de propargilamina do tipo MAO-B como
rasagilina ou selegilina. Especificamente, a composi¢cao farmacéutica compreende
(i) pramipexol combinado com rasagilina; (ii) pramipexol combinado com
selegilina; (iii) ropinirol combinado com rasagilina; ou (iv) ropinirol combinado com
selegilina.

A razao molar do pramipexol para rasagilina € selecionada de 1:1 2:1, 3:1,
4:1, 5.1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1 ou
100:1; a razdo molar do pramipexol a selegilina é selecionada de 1:1 2:1, 3:1, 4:1,
5:1, 6:1,7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1 ou 100:1;
a razao molar do ropinirol a selegilina é selecionada de 1:1 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1,
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7:1,8:1,9:1,10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1 ou 100:1; tal razéo
molar do ropinirol a rasagilina é selecionada de 1:1 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1,
9:1,10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1 ou 100:1.

Em uma modalidade mais preferencial, a razdo molar entre o pramipexol e
a rasagilina esta entre cerca de 1:1 e cerca de 10:1. A combinacgéo de dose fixa
contendo tal razdo molar pode ser de 0,01 mg a cerca de 45 mg,
preferencialmente de cerca de 0,1 mg a cerca de 6 mg, de pramipexol, e de 0,01
mg a cerca de 10 mg, preferencialmente de cerca de 0,05 mg a cerca de 1mg, de
rasagilina. Visto que os pesos moleculares dos dois compostos sdo muito
préximos, a razdo molar e a razdo peso:peso sdo similares e os dois tipos de
razao sao relacionados a intercambialidade da presente aplicagéo.

A composigao farmacéutica da invengao contém uma combinacédo de dose
fixa dos dois agentes ativos nos quais cada um dos agentes ativos é formulado
para liberacdo imediata, liberagcdo controlada, ou liberagdo tanto controlada
quanto imediata.

Nas modalidades preferenciais, a composi¢cdao farmacéutica compreende
uma combinacg&o de dose fixa selecionada a partir de: (i) pramipexol de liberacao
controlada e rasagilina ou selegilina de liberagao controlada; (ii) pramipexol de
liberagdo controlada e rasagilina ou selegilina de liberagcdo imediata; (iii)
pramipexol de liberagdo controlada e imediata e rasagilina ou selegilina de
liberagéo controlada e imediata, em que até 50% do pramipexol e da rasagilina ou
selegilina esta em forma de liberagdo controlada; (iv) ropinirol de liberacdo
controlada e rasagilina ou selegilina de liberagdo controlada; (v) ropinirol de
liberagdo controlada e rasagilina ou selegilina de liberagdao imediata; e (vi)
apomorfina de liberagdo controlada e combinagio de levodopa e carbidopa de
liberacao controlada.

No caso de formulas de liberagédo controlada, a dose de pramipexol pode
ser entre 0,01mg até cerca de 45mg e a dose de rasagilina pode ser entre cerca
de 0,01mg até cerca de 10mg, isso &, a dose de pramipexol pode ser de 0,01,
0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3,
14,15,16,17,18,1,9,20,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35,
40 ou 45 mg, enquanto a dose de rasagilina pode ser de 0,01, 0,02, 0,04, 0,06,
0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,08,0,9,1,0, 1,1,12,1,3,14, 15, 16, 1,7,
18,19 20, 3,4,5,6, 7, 8 9 ou10mg, com a razao molar como definida acima.
Especificamente, as doses de pramipexol e rasagilina na combinacéo de dose fixa
podem ser, mas nao é limitado a, 6mg de pramipexol e 0,6mg de rasagilina;
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4,5mg de pramipexol e 1,2mg de rasagilina; 3mg de pramipexol e 0,3mg de
rasagilina; 3mg de pramipexol e 1,2mg de rasagilina; 2mg de pramipexol e 0,2mg
de rasagilina; ou 1,5mg de pramipexol e 1,2mg de rasagilina.

A composicdo farmacéutica da invengdo pode estar em qualquer forma
adequada, por exemplo, comprimidos, como comprimidos de matriz, nos quais a
liberagado de ativos sollveis é controlada pela difusdo do ativo através de gel
formado apds o inchago de polimero hidrofilico que entrou em contato com liquido
dissolvente (in vitro) ou fluido gastrointestinal (in vivo). Muitos polimeros foram
descritos como capazes de formar tal gel, como derivados de celulose,
particularmente os éteres de celulose como celulose de hidroxipropil, e entre os
niveis comerciais diferentes desses éteres estdo aqueles demonstrando
viscosidades razoavelmente altas. Sdo também contemplados os comprimidos de
bicamadas; esses comprimidos s&o feitos de duas ou mais camadas distintas de
granulagdées comprimidas juntamente em camadas individuais, uma sobre a outra,
com cada camada contendo um ativo diferente. Comprimidos de bicamadas tém a
aparéncia de sanduiche pelas bordas de cada camada ou zona serem expostas.

A composicdo farmacéutica pode também compreender ingredientes
ativos microencapsulados, em que pequenas gotas do ativo sio revestidas por
cobertura ou membrana de modo a formar particulas que variam de pouco
micrémetros a poucos milimetros.

Em algumas modalidades, a invengéao fornece composi¢des farmacéuticas
para administragcdo oral, que sédo soélidas e podem ter formato de granulagées,
granulos, graos, gotas ou comprimidos, que sdo misturados e preenchidos em
capsulas ou saches, ou s&o compactados em comprimidos por métodos
convencionais. Em algumas modalidades preferenciais, ¢ fornecido comprimido
na qual dois agentes estdo presentes em pelo menos duas camadas separadas,
isso €, comprimidos de bicamadas ou multicamadas, em que as camadas que
compreendem o primeiro e o segundo agentes podem ser separadas por camada
intermediaria, inativa, como uma camada que compreende um ou mais
desagregante.

Outra formula contemplada sdo sistemas de depésito, baseados em
polimeros biodegradaveis. Conforme o polimero se degrada, o ingrediente ativo
vai sendo lentamente liberado. A classe de polimeros biodegradaveis mais
comum € o poliéster hidroliticamente instavel preparado a partir de acido lactico,
acido glicélico, ou combinagdes dessas duas moléculas. Polimeros preparados a
partir desses mondmeros individuais incluem poli (D,L-lactide) (PLA), poli
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(glicolido) (PGA), e o copolimero poli (D,L-lactide-co-glicélido) (PLG).

Formas de dosagem uteis nas composi¢cdes farma,céuticas incluem
sistemas oralmente desintegraveis, incluindo, mas nao limitado a, sistemas
sblidos, semi-solidos e liquidos, incluindo comprimidos que se desintegram ou
dissolvem, capsulas sélidas ou maleaveis, géis, formas de dosagem de rapida
dispersao, formas de dosagem de dispersdo controlada, pilulas, peliculas,
laminas, 6vulos, granulos, adesivos bucais/mucosos, pos, laminas secadas por
congelamento (liofilizadas), comprimidos mastigaveis que se desintegram com
saliva na cavidade bucal/da boca e combinagbes destes. Peliculas Gteis incluem,
mas nao sao limitadas a, peliculas independentes de Unica camada e peliculas
secas independentes d multiplas camadas.

Outra forma de dosagem util € o sistema injetavel de longa duragdo. Como
gel lipossomal consistindo de, por exemplo, poloxamero 407 e uma solugao
lipossomal contendo os ativos.

Os dois agentes ativos da composicao podem ser formulados em forma de
dosagem em pilulas (capsulas) com padrées de liberagao diferentes: um agente
para liberacdo imediata e outro para liberagdo controlada, ou cada um dos
agentes ambos para liberagdo imediata e controlada, caso no qual 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ou 90% da dose sdo para a liberagao controlada e o restante para
liberacao imediata.

A composicao farmacéutica da invengdao compreende um ou mais
excipientes farmaceuticamente aceitaveis. Por exemplo, um comprimido pode
compreender pelo menos um preenchimento, como lactose, etilcelulose, celulose
microcristalina, celulose microcristalina silicificada; pelo menos um desagregante,
como polivinilpirrolisinona transversal; pelo menos um aglutinante como
polivinilpiridona, hidroxipropilmetil celulose; pelo menos um tensoativo, como
laurilsulfato de sodio; pelo menos um antiaderente, como didxido de silicio
coloidal; e pelo menos um lubrificante, como estearato de magnésio.

A presente invencdo também fornece um método para tratamento do mal
de Parkinson que compreende administrar a um paciente necessitado uma
composicéo farmacéutica que compreende combinagdes das drogas da invengao
como descrito neste.

A invencao também se refere ao uso de dois agentes ativos selecionados
de compostos com efeitos neuroprotetores ou sintomaticos, ou ambos, em
pacientes com mal de Parkinson, para a preparacao de composi¢ado farmacéutica
para o tratamento do mal de Parkinson.
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Os seguintes modelos de mal de Parkinson sdo conhecidos na técnica e
podem ser utilizados de acordo com a presente invengdo. O dano de radicais
livres € altamente implicado como o mediador de morte neuronal dopaminérgica
no mal de Parkinson. O stress oxidativo associado ao envelhecimento, disfun¢ao
mitocondrial, agregacao de proteinas, oxidagdo de dopamina e sobrecarga de
ferro sdo acreditados contribuirem a patogénese do mal de Parkinson.

Uma parte significativa das informagdes bioquimicas obtidas dos estudos
em autopsias em cérebros humanos e de modelos animais aponta para um
processo continuo de stress oxidativo na substancia negra, que poderia iniciar a
neurodegeneracdo dopaminérgica. Nao € conhecido se o stress oxidativo € um
evento primario ou secundario. Todavia, o stress oxidativo, quando induzido pelas
neurotoxinas 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e MPTP (N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina), tem sido utilizado em modelos animais para investigar o
processo de neurodegeneracdo com a intencdo de desenvolver drogas
neuroprotetoras antioxidantes.

A neurotoxina MPTP é convertida no cérebro em uma molécula MPP+
(1-metil-4-fenilpiridinio) carregada positivamente pela enzima MAO-B, causando o
mal de Parkinson em primatas através da eliminacdo de certos neurénios
produtores de dopamina na substancia negra. Age através da interferéncia com
fosforilacdo oxidativa em mitocdndrias, causando a deplecdo de ATP e morte
celular. Também inibe a sintese de catecolaminas, reduz o nivel de dopamina e
norepinefrina cardiaca e inativa a tirosina hidroxilase.

Estudos iniciais com 6-OHDA indicaram que essa neurotoxina € uma
substancia altamente reativa, prontamente auto-oxidada e oxidativamente
desaminados por monoamina oxidase para levantar o peréxido de hidrogénio e a
espécie reativa de oxigénio (ROS). Foi inferido que essa neurotoxina exerce sua
aca neurodegenerativa através de stress oxidativo. A consequéncia para o stress
oxidativo & a iniciagcdo de geracdao de ROS, seguido de peroxidagao lipidica da
membrana cerebral. A possibilidade de uma toxina endogena, similar a uma
neurotoxina como 6-OHDA, pode ser formada no cérebro e envolvida no processo
de neurodegeneragao foi contemplada em muitas ocasibes.

A disfungdo mitocondrial ja foi associada ao mal de Parkinson.
Especificamente, existem redugdes sistémicas na atividade do complexo | da
cadeia respiratéria mitocondrial no cérebro, no musculo e nas plaquetas
sanguineas de pacientes com mal de Parkinson.

Rotenona, uma pesticida comum, € um inibidor de alta afinidade do
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complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. O modelo de rotenona do mal de
Parkinson tem sido fundamentado pelo envolvimento da exposi¢édo a pesticida e
disfungao sistémica do complexo | na etiologia do mal de Parkinson. Apesar de a
rotenona causar a inibicdo uniforme do complexo | através do cérebro,
camundongos tratados com rotenona demonstraram muitas caracteristicas do mal
de Parkinson, incluindo a degeneragéo nigrostriatal dopaminérgica seletiva, a
formacgéo de inclusées nigrais positivas de ubiquitina e sinucleina e deficiéncias
motoras. Apesar de o modelo rotenona apresentar a relevancia potencial dos
defeitos do complexo | da patogénese do mal de Parkinson, os mecanismos
através dos quais a disfungao sistémica do complexo | produz neurotoxina
desconhecidas.

A invengéo ira agora ser ilustrada pelos seguintes exemplos nao limitados.

EXEMPLOS

MATERIAIS |

(i) Células: células da medula adrenal de ratos com feocromocitoma PC-12
(Numero ATCC: CRL-1721) e células SK-N-SH de neublastoma da medula 6ssea
humana de (Numero ATCC: HTB-11), obtidas de ATCC, sao utilizadas nos
experimentos descritos abaixo. Células PC12 foram mantidas em meio F12K
(Gibco) contendo 15% de soro de cavalo, 2,5% de soro bovino, glutamina e
antibidticos. Células SK-N-SH foram cultivadas em meio minimo essencial de
Eagle (industrias Biolégicas) contendo 10% de soro bovino, glutamina e
antibidticos. Ambas as linhagens celulares foram mantidas a 370C e5% de CO2.

Métodos

Andlise de neuroprotegao in vitro. Para experimento de neuroprotecio,
células foram plaqueadas (1 ou 0,5X10° Células por poco) em poli-L-lisina
(Sigma) e revestiram 96 pocos de placas de cultura celular. Vinte e quatro horas
apo6s o plagueamento, o meio foi substituido com novo meio de crescimento com
ou sem as drogas testadas na falta ou presenca de estressor. A citotoxidade das
células foi induzida por falta de soro ou por Metil-4fenilpiridium (MPP*), 250uM
€125uM para PC12 e células SK, respectivamente. Drogas foram adicionadas em
combinagdes diferentes sozinhas e combinadas, 30 minutos antes do insulto por
48 ou 72 horas subsequentes. Os danos nas células neuronais foram avaliados
por analise colorimétrica para analise mitocondrial utilizando o teste MTT (Sigma).
O teste MTT é baseado na conversdo de MTT para cristais formasan azuis por
células viaveis. O reagente MTT 5mg/ml foi adicionado a cada pogo (dissolugcdo
final de 1:10 em cada pogo). Células foram incubadas por 1 hora em 37°C e 5%
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CO2. O excesso de MTT foi removido e os cristais formasan restantes foram
dissolvidos em 50ul DMSO e quantificados em leitor Elisa. O comprimento de
onda das medidas do produto formasan foi de 550nm e o comprimento de onda
de referéncia foi de 620nm.

Preparacdo de amostras para analise HPLC de DA e metabdlitos.
Amostras de tecido de estriado foram homogeneizadas em gelo em 500ul de
tampéo de homogeneizagao (0,1M de acido perclérico, 0,02% de EDTA e 1% de
ETOH) o kit de homogenizacdo OMNI Tip da OMNI International (velocidade
intermediaria, 3X10 segundos com intervalos de 5 segundos). Os
homogeneizados foram sonicados por 5 minutos e entdo centrifugados em 15.000
RPM a °C por 15min. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos e o
conteudo de Dopamina foi analisado através de HPLC.

Exemplo 1. Triagem rapida in vitro de combinag¢des de drogas que protegem
contra a morte celular.

Dois sistemas in vifro foram utilizados para avaliar o efeito das
combinagbes de drogas em células estressadas, nos quais 4 combinacdes de
drogas foram utilizadas em cada um dos estressores. A proporcéao das 2 drogas
foi otimizada pela tentativa de varias proporgdes: (1:4 e 1:10) e exposicéo
subordinada ao tempo. As combinacGes de drogas testadas foram (a) pramipexol
combinado com rasagilina; (b) pramipexol combinado com selegilina; (c)
rasagilina combinada com ropinirol; e (d) selegilina combinada com ropinirol.

1.1.  Neuroprotecdao. O objetivo do presente experimento & caracterizar a
capacidade das combinag¢des de drogas de protegao contra morte celular in vitro.

(@) Células PC12 e SK-N-SH foram encubadas em 3 concentragdes
diferentes de MPP+ (125, 250, e 500uM) ou em meio de crescimento sem soro
por 48 e 72 horas.

(b) Foram testadas varias combinagbes de drogas em varias proporcoes
de drogas como descrito acima. As concentragdes foram utilizadas como segue:
ropinirol, 400uM, 200upM, 100uM, 50uM; rasagilina, 400uM, 200uM, 100uM,
50pM, 10puM; pramipexol, 400uM, 200uM, 100uM, 50uM; selegilina, 100, 50uM,
10uM, 1. A protecao de células foi detectada através de MTT.

(c) O experimento é repetido 3 vezes para demonstrar a reprodutibilidade.

Apresentamos aqui dois modelos in vitro para estudo de neuroprotecgéo:
células tratadas sem soro (Figs. 1A-C) e com MPP+ (Figs. 2A-D), com ambas as
estratégias induzindo apoptose em células PC12. Quando as células sao tratadas
em paralelo somente com um indutor de apoptose e droga de Parkinson, Ropinirol
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(Fig. 1A, 1C, 2A, 2B), Rasagilina (Fig. 1A, 2A, 2C), Pramipexol (Fig. 1B, 2C) ou
Selegilina (Fig. 1B, 1C, 2B, 2C), o efeito na neuroprotecdo foi menor. A
sobrevivéncia das células foi elevada e o efeito neuroprotetor foi consideravel
quando duas drogas foram aplicadas em conjunto, uma droga da familia DRA e a
outra da familia de inibidores de MAO (Figs 1-C e Figs 2A-C). As combinacgdes
utilizadas para trata a apoptose induzida por meio sem soro foram ropinirol,
200uM: rasagilina, 50uM; ropinirol, 100uM: rasagilina, 10uM (Fig. 1A);
pramipexol, 200uM : selegilina, 50uM; pramipexol, 100uM : selegilina, 10uM (Fig.
1B); ropinirol, 200uM : selegilina, 50uM; e ropinirol, 100uM : selegilina, 10uM (Fig.
1C). As combinagbes utilizadas para tratar apoptose induzida por MPP+ foram
ropinirol, 400uM : rasagilina, 100uM; ropinirol, 200uM : rasagilina, 50uM; ropinirol,
100uM : rasagilina, 10uM (Fig. 2A); ropinirol, 400uM : selegilina, 100uM; ropinirol,
200uM : selegilina, 50uM (Fig. 2B); pramipexol, 400uM : rasagilina, 100uM;
pramipexol, 400pM : selegilina, 100uM (Fig. 2C); e pramipexol, 200uM :
rasagilina, 200uM (Fig. 2D). Essas informagdes demonstram as vantagens de um
tratamento combinado.

Exemplo 2. Caracterizagao in vitro de combinagdes de drogas em modelos
do mal de Parkinson.

As drogas testadas foram administradas e camundongos (10 camundongos
por grupo) em duas dosagens diferentes, 30 minutos antes da administragdo de
MPTP (diariamente por 5 dias). Camundongos injetados com solugéo salina foram
utilizados como controle (camundongos naive). Os camundongos foram tratados
de acordo com o seguinte plano:

Tabela 1. Tratamento de camundongos com MPTP induzido com uma
ou uma combinagao de drogas de Parkinson.

Grupo Tratamento

Camundongos naive

MPTP

MPTP+ Rasagilina, 0,05mg/Kg

MPTP+ Rasagilina, 0,1mg/Kg

MPTP+ Pramipexol, 0,5mg/Kg

MPTP+ Pramipexol,1mg/Kg

MPTP+ Combinagdo de 3 e 5

OIN[D B IWIN|—=

MPTP+ Combinacdo de 4 e 6

O efeito do tratamento foi avaliado por testes comportamentais no 5° e no
11° dia (Rota rod, a campo aberto) e pela mensuragdo da capacidade de
dopamina/acido dihidroxifenilacéticoe acido homonovanilico estriatal no 15° dia.
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2.1 Efeitos beneficiais da combinagcdo em atividades locomotoras.

As Figs. 3A-B mostram a atividade de locomogdo como testado por
laténcia Rota Rod (Fig. 3A) e distancia Rota Rod (Fig. 3B) no 5° dia do estudo (5
administragées da droga).

Pode ser observado que MPTP causa um declinio por volta de 30% na
atividade locomotora, que é restaurada pelas duas drogas ou pela combinagao.
As diferengas na atividade locomotora sdo mais dificeis de detectar do que a
diferenga em niveis de marcacdo bioguimica como niveis de dopamina; no
entanto, & claramente observado que a tendéncia de diferencas benéficas
significantes € observada em tratamento de combina¢do e também em testes
comportamentais relacionados a e de acordo com os efeitos de niveis de
dopamina (veja abaixo).

Deve ser observado que, no geral, efeitos comportamentais em humanos
séo detectados no ponto em que os niveis de dopamina sofrem um declinio de
quase 80%-90%. Assim, é muito dificil quantificar esses efeitos, e o fato de que
diferencas significantes sdo observadas é muito encorajador no que diz respeito
aos efeitos beneficiais do tratamento.

A Figura 3C descreve a locomogao locomotora, como representado no
teste de campo aberto, no 11° dia do estudo. O 11° dia representa um tratamento
mais longo relacionado as medidas do 5° dia, e pode ser considerado
semicrénico. O tratamento crénico com agonista de dopamina geralmente
causava aumento significativo na atividade locomotora. Essa superatividade é a
resposta prognosticada ao agonista de dopamina em modelos cronicamente
esgotados.

Um comportamento similar é revelado no 11° dia do estudo, em teste de
campo aberto. A atividade locomotora € quase duas vezes mais alta que o
controle, em nivel nao tratado com MPTP.

Seguindo a administragdo da combinagdo, a superatividade foi
completamente abolida com a sugestdo de: (1) atividade neuroprotetora da
combinagéo, e como consequéncia, atenuagio do dano e sensitividade normal do
sistema dopaminérgico para agonistas de dopamina; (2) Potencial de
restauragao/balanceamento da resposta para “aumentar a terapia
dopaminérgica”. Diminuindo o potencial da atividade desequilibrada do agonista
de dopamina quando administrado sozinho.

Deve ser observado que no 11° dia, o tratamento de MPTP foi cessado por
mais de 6 dias, o que explica as pequenas diferencas entre os animais tratados



10

15

20

25

30

35

17/18

com MPTP e os normais, fenébmeno esperado nesse modelo. No entanto, a
atenuagédo do efeito do agonista de dopamina é ainda muito significante,
indicando que a combinagédo dos efeitos observados no 5° dia, especialmente a
restauragdo da atividade locomotora para normal quando as drogas sozinhas nao
obtém tal, e a observagdo no 11° dia, especialmente que a atenuacéo de
possiveis efeitos colaterais sugere alto potencial beneficial para o tratamento de
combinagéo, do ponto de vista tanto da eficacia quanto da seguranca.

2.2. Efeitos beneficiais da combinagcido nos niveis de dopamina no
cérebro. Como pode ser observado na Fig. 4, o tratamento de MPTP (coluna 2)
ocasionou deplecdo de 70% nos niveis de dopamina relacionados aos
camundongos naive (coluna 1). O tratamento com doses baixas tanto da
rasagilina quanto do pramipexol sozinhos (0,05mg/kg e 0,5mg/kg,
respectivamente) ndo ocasionou uma alta restauragido dos niveis de dopamina
(colunas 3,4), enquanto a combinacao de duas doses pequenas levou a aumento
significativo nos niveis de dopamina (coluna 5). Similarmente, as altas doses de
cada componente sozinho (0,1mg/kg rasagilina e 1mg/kg pramipexol), (colunas
6,7), causaram aumento significante, mas pequeno, enquanto a combinacio
levou a restauragao de 80% do nivel normal (coluna 8).

E importante observar que dobrar a dose de cada droga sozinha (colunas 3
vs. 5 e 4 vs. 6) ocasionou em aumento muito pequeno do efeito, no entanto,
adicionar outra droga ocasionou em diferenga notavel, indicando que o aumento
originou-se dos dois mecanismos diferentes da droga.

Deve ser também observado que para restabelecer os niveis de dopamina
em camundongos deficientes de MPTP em nosso modelo experimental, através
da administragdo de somente rasagilina, uma dose de pelo menos 0,5mg/kg é
necessaria, enquanto o pramipexol sozinho deve ser administrado em dose maior
que 1mg/kg (nao ilustrado). Assim, a combinacgéo de dois compostos permite uma
reducéo significativa de suas doses. Esse fato é extremamente importante ja que
reduz efeitos colaterais indesejaveis e permite o uso eficaz das drogas por um
periodo maior.

Exemplo 3. Planejamento de formula de Combinagio de Dose Fixa.

A formula de Combinagédo de Dose Fixa (FDC) é planejada de forma a
fornecer um perfil de liberagdo otimizada que maximize o efeito de combinacao.
Especificamente para a combinagdo de rasagilina-pramipexol como exemplo, as
farmacocinéticas e meias vidas dos dois componentes sdo muito diferentes.
Enquanto a rasagilina € dado uma vez diariamente, o pramipexol é administrado
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até 4 vezes por dia devido a suas propriedades farmacocinéticas (PK) e
farmacodinamicas (PD). Assim, de forma a maximizar o efeito da combinacgao, a
férmula é planejada com dois perfis de liberagdo. O que faz com que o
componente seja distribuido e absorvido em taxa otimizada para seus efeitos de
combinagdo. Uma possibilidade é que a rasagilina seja formulada para liberagao
imediata e o pramipexol com liberagao prolongada. A outra op¢do € que dois
perfis de liberagcao prolongada sejam otimizados para cada componente.
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REIVINDICAGOES

1. Composicao farmacéutica para uso no tratamento de mal de Parkinson,
caracterizada pelo fato de que a composicao farmacéutica compreende um
carreador farmaceuticamente aceitavel e uma combinacdo de dose fixa de

5 pramipexol e rasagilina, em que a combinagao de dose fixa contém de 0,01 mg a
menos do que 1,5 mg de pramipexol e de 0,01 mg a 1 mg de rasagilina.

2. Composigao farmacéutica para uso, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que tal combinacdo de dose fixa contém de cerca de
0,05 mg a cerca de 1,5 mg de pramipexol, e de cerca de 0,05 mg a cerca de 1 mg

10  de rasagilina.

3. Composicao farmacéutica para uso, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que tal composicao é formulada para liberacéo
imediata, liberagdo controlada ou liberagéo tanto controlada quanto imediata.

4. Composigao farmacéutica para uso, de acordo com a reivindicagcao 3,

15 caracterizada pelo fato de que tal composi¢cdo compreende uma combinagao de
pramipexol de liberagédo controlada e rasagilina de liberagao controlada.

5. Composicao farmacéutica para uso, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que esta na forma de um comprimido, uma capsula,
um saché, uma pelicula oralmente desintegravel, pastilhas ou sistemas injetaveis

20 de longa duragao.

6. Composicao farmacéutica para uso, de acordo com a reivindicagao 4,

caracterizada pelo fato de que tal composicao farmacéutica compreende

pramipexol e rasagilina microencapsulados preenchidos em uma capsula.
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Fig. 1C
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Fig. 2B
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Fig. 3B
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