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Utilisation de la flavine-adénine-dinucléotide pour la préparation

de compositions ophtalmiques utiles pour le traitement de I'oeil sec.

ABREGE DU CONTENU TECHNIQUE DE L'INVENTION

La présente invention concerne |'utilisation de la flavine-adénine-.
dinucléotide (FAD) ou de l'un de ses sels avec une base ou un acide
pharmacologiquement acceptable pour la préparation d'une composition

ophtaimique topique destinée au traitement de I'oeil sec.
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"Utilisation de la flavine-adénine-dinucléotide pour la préparation

de campositions ophtalmiques utiles pour le traitement de 1'oeil sec"

La présente invention concerne une composition ophtalmique topique

utile pour le traitement de |'oeil sec et notamment pour augmenter la sécrétion
lacrymale.

La pathologie de I'oeil sec est aujourd'hui une pathologie fréquente.

On peut considérer que quatre troubles physiologiques principaux sont
determinants dans la manifestation et I'évolution de cette pathologie. Ces troubles
consistent en une diminution de la production des larmes, une diminution de la
densite des cellules a mucus conjonctivales et du glycogéne cornéen, une
augmentation de la desquamation épithéliale cornéenne et une déstabilisation de

l'interface larmes-cornée.

Les méthodes de traitement de la pathologie de I'oeil sec actuellement
disponibles peuvent étre classées selon trois catégories. Elles visent soit a suppléer
au déficit de larmes par des larmes artificielles ou gels lacrymaux, soit a conserver
les larmes existantes en évitant leur drainage avec des clous lacrymaux soit a
stimuler la production de larmes avec des agents tels que la Pilocarpine,

medicament approuvé au Canada en 1997 et administré par voie orale.

De ces trois types de traitement, celui mettant en oeuvre des molécules
capables d'agir sur les glandes lacrymales et donc de stimuler
pharmacologiquement la sécrétion de la phase aqueuse du film lacrymal est sans
contexte le plus intéressant sur le plan thérapeutique. || permet de suppléer non
seulement au déficit en eau mais également au déficit en constituants
électrolytiques et protéiques nécessaires au bon fonctionnement de [|'épithélium
cornéo-conjonctival.

La Pilocarpine, est actuellement, dans les modéles animaux, la
molécule sécrétagogue de référence. Elle stimule efficacement la sécrétion de la
glande lacrymale quelle que soit la voie d'administration. Toutefois, elie induit

simultanément des effets secondaires indésirables.
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La présente invention a précisément pour objet de proposer I'utilisation
d'un nouvel agent capable de stimuler la sécrétion lacrymale.

Ce composé dérive d'une molécule biologique : |a riboflavine.

Plus précisément, il s'agit de la flavine-adénine-dinucléotide ou de I'un
de ses sels avec une base ou un acide pharmacologiqguement acceptable, encore
désignée ci-aprés sous le sigle FAD.

La FAD est une molécule déja proposée dans le domaine ophtaimique,
pour le traitement des inflammations cornéennes, liées en particulier & la carence en
vitamine B2.

De maniére inattendue, la demanderesse a mis en évidence la
capacite de cette molécule & augmenter significativement le volume lacrymal.

En conséquence, la présente invention a pour objet I'utilisation de la
flavine-adénine-dinucléotide ou de I'un de ses sels avec une base ou un acide
pharmacologiquement acceptable pour la préparation d'une composition
ophtaimique topique destinée au traitement de I'oeil sec.

Plus particuliérement, la présente invention a pour objet ['utilisation de
la flavine-adénine-dinucléotide ou de I'un de ses sels avec une base ou un acide
pharmacologiquement acceptable pour la préparation d'une composition

ophtalmique topique destinée & stimuler la sécrétion lacrymale.

La FAD représente une alternative intéressante a la Pilocarpine,

molecule sécrétagogue de référence, & la fois sur le plan efficacité et sur le plan
toxicologique.

Tout d'abord, la FAD administrée par voie oculaire, démontre chez le
fapin des effets stimulants comparables & ceux de la Pilocarpine et ce pour des
doses plus réduites.

C'est ainsi que la FAD en instillation unique en solution aqueuse a 1 %,
augmente le volume lacrymal d'un facteur 2 environ, 20 minutes apres
I'administration, comme cela est observé avec une solution de Pilocarpine a 2 %.

Cette augmentation du volume lacrymal par la FAD est de 'ordre de 116 %.
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Une étude plus approfondie montre par ailleurs que la FAD en solution
aqueuse présente, dans le modele de stimulation de Ia production de larmes chez le
lapin, un effet-dose et un effet-temps aprés administration topique oculaire unique :
on ne note pas d'effet a une dose de 0,01%. On observe une augmentation
d'environ deux fois le volume lacrymal & une dose de 1 %, 20 minutes aprés
l'instiliation, et une valeur intermédiaire pour la dose a 0,1 %.

‘Comme pour une solution de Pilocarpine a 2 %, I'optimum d'activité est
observé entre 10 et 20 minutes apreés l'instiilation et la durée d'action est d'environ
40 minutes pour une solution de FAD a 0,1 %.

Par ailleurs, la FAD ne manifeste ne perd pas ses effets stimulants
aprés administrations répétées. Aprés 6 jours de traitement avec une solution
ophtalmique a 1 % chez le lapin, a raison de deux instillations par jour, la stimulation

de la sécrétion de la phase aqueuse du film lacrymal demeure avantageusement

identique a celle observée aprés administration unique.

Sur le plan toxicologique, la FAD, contrairement a la Pilocarpine, ne
présente pas d'effets secondaires en administration topique oculaire. En fait, la FAD,
existante dans le corps humain, est une des formes actives de la vitamine B2 et
présente donc a ce titre un caractére d'innocuité.

Plus preférentiellement, ila FAD est utilisée sous la forme de son sel
disodique.

La composition ophtalmique topique incorporant la FAD peut étre
formuiée sous la forme d'un gel, d'une pommade, d'un collyre ou d'un insert oculaire.

De préférence, la composition ophtalmique préparée selon l'invention
est un collyre. Il s'agit préférentiellement d'un collyre prét a 'emploi. La FAD y est
formulée en solution aqueuse.

La FAD est utilisée dans le collyre préparé selon l'invention & raison
d'environ 0,05 & 10 % en poids de la composition ophtalmique. De préférence, elle
est mise en oeuvre a raison denviron 0,1 % a 5 % en poids et plus
preferentiellement entre environ 0,5 % et 2 %.

Le collyre préparé selon l'invention a par ailleurs le net avantage de se

présenter sous une forme liquide et de faible viscosité comparativement aux
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formulations classiques proposées pour le traitement de l'oeil sec et qui se
presentent sous la forme de gels ou de solutions trés visqueuses. De part sa
présentation liquide et trés fluide, le collyre selon l'invention n'induit donc pas de
troubles visuels lors de son instillation.

Le pH du collyre est avantageusement compris entre environ 5,0 et 8,0
et de préference entre 55 et 7,0. Si nécessaire, il peut &tre ajusté avec de
I'nydroxyde de sodium.

Le collyre préparé selon linvention peut en outre contenir des
adjuvants classiques des collyres tels que des agents conservateurs antimicrobiens
et/ou des isotonisants.

A titre d'exemples de conservateurs antimicrobiens, susceptibles d'étre
présents dans le collyre, on peut notamment citer le chiorure de benzalkonium, le
mercurothiolate sodique, le chlorobutanol, le thimerosal, le méthylparabéne, le
propylparabene, l'édetate de sodium et l'acide sorbique. Ces conservateurs
antimicrobiens peuvent étre utilisés & une quantité variant entre 0,001 % & 1 % en
poids.

En ce qui concerne les agents appropriés pour ajuster la tonicité ou
I'osmolarité du collyre on peut notamment citer le mannitol, le dextrose, la glycérine,
le propyléne glycol et les sels minéraux comme le chlorure de sodium. Lorsqu'ils
sont utilisés, ces agents sont employés a des quantités comprises entre 0.1 et 10 %
en poids.

Les exemples figurants ci-aprés sont présents a titre illustratif et non
limitatif de la présente invention.

MATERIEL ET METHODES

Les expériences sont réalisées sur des lapins males albinos néo-
zélandais pesant de 2,4 kg a 3,8 kg, provenant de I'élevage Charles River France
(St Aubin les Elbeuf - 76410 CLEON) et acclimatés pendant 5 jours minimum dans
lanimalerie avant le début des expériences (température : 19 = 2 °C : humidité

relative : 55 + 10 % ; éclairage : 12 heures d'eclairage artificiel - 12 heures de nuit).
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" Produits et matériel

La fluorescéine et le chlorhydrate de bupivacaine sont des produits
SIGMA (St Quentin - Fallavier). Le chiorhydrate de bupivacaine a été dissous dans
du tampon phosphate de Dulbecco sans calcium ni magnésium (SEROMED).

Les anesthésiques (ROMPUN® : xylazine et IMALGENE*® 1000
ketamine) proviennent de chez COVELY (Genay).

Les microcapillaires "Microcaps" DRUMMOND de 1 ul sont fournis par
POLYLABO (Strasbourg).

L'appareil de mesure est un spectrofluorimétre KONTRON SFM . Les

cuves utilisées sont des cuves en quartz & 5 faces d'un volume de 4 ml
(POLYLABO).

EXEMPLE 1

Préparation d'un collyre selon I'invention et mesure de son efficacité.

On prépare un collyre témoin prét & I'emploi contenant 2 % en poids de
chlorhydrate de Pilocarpine. Son osmolarité est ajustée a -0,53 °C avec 0,44 g de
chlorure de sodium. Le pH est de 4.

En ce qui concerne la formulation selon I'invention, elle comprend 1 %
en poids du sel disodique de FAD (produit sigma) dans du sérum physiclogique.
Son osmolarité et pH sont respectivement de -0,61 °C et 5.8.

Une anesthésie locale préalable est induite dans I'oeil droit des
animaux par administration oculaire de 25 pi d'une solution de bupivacaine a 0,5 %.
Cing minutes plus tard, une goutte (25 pl) de la solution testée est instillée dans le
cul-de-sac conjonctival inférieur de l'oeil anesthésié. Les paupieres sont ensuite
fermées manuellement une fois.

Pour chaque solution testée, un lot d'animaux recevant, dans les
mémes conditions, 25 ul de sérum physiologique a été inclus comme contrdle (dans

le cas du collyre contenant la Pilocarpine, le lot controle a été traité par I'excipient
correspondant).
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Mesure du volume lacrymal

Le volume lacrymal est mesuré selon une technique de dilution d'une
solution de fluorescéine, proche des méthodes utilisées par Mishima et al. et
Gobbels et al. (Invest. Ophthalmol. 1996 ; 5 (3) : 264-276 et Graefe's Arch. Clin.
Exp. Ophthalmol. 1991 ; 229 : 147-149) chez 'homme. Le principe général de cette
méthode est le suivant : une solution de fluorescéine de concentration connue est
instillée sous un volume le plus faible possible afin d'éviter le larmoiement réflexe
puis immédiatement répartie de fagon homogene dans le film lacrymal par
clignements successifs. Un prélévement de larmes est effectué tout de suite apres ;
la fluorescence de cet échantillon est déterminée par fluorimétrie. Le volume

lacrymal est calculé selon I'équation :

Vs.Qi
VeV
Qs

\ : volume lacrymal
Vs : volume du prélévement de larmes
Qi ) quantité de fluorescéine instillée
Qs : quantité de fluorescéine dans le prélévement de larmes
Vi : volume de la solution de fluorescéine instillée

Dix minutes aprés instillation de la solution testée, les animaux sont
anesthésiés par administration intramusculaire d'un mélange kétamine (35 mgrkg) -
xylazine (5 mg/kg) afin de faciliter le prelevement de larmes et de rendre la mesure
du volume lacrymal plus fiable.

Dix minutes aprés induction de ['anesthésie genérale, 1 pl d'une
solution aqueuse de fluorescéine a 1 % est instillé au niveau du canthus externe 3
I'aide d'un microcapillaire. Les paupieres sont fermées manuellement deux fois en
evitant toute pression sur le globe oculaire. Cing secondes aprés l'instillation de
fluorescéine, 1 pl de larmes est prelevé par capillarité au niveau du meénisque
inférieur en évitant tout contact du microeapillaire avec la paupiére inférieure et la
surface oculaire.

Le prélévement de larmes est dilué dans 4 mi de tampon phosphate
isotonique pH 7,4 (NaHPO,4: 32 mM ; Na,HPO, : 104 mM).




10

I3

20

CA 02255202 1998-12-21

7

La- fluorescence de ces échantillons est mesurée a température
ambiante au spectrofluorimetre (longueur d'onde d'excitation : 496 nm ; longueur
d'onde d'émission : 506 nm) par rapport & celle d'une solution de référence
contenant 1,6 ug de fluorescéine (2,8 ug dans le cas de I'étude des effets de la
Pilocarpine) dans 4 ml de tampon phosphate (100 % de fluorescence). Le 0 a été
réglé avec le tampon phosphate seul.

La quantité de fluorescéine contenue dans le prélévement de larmes
(Qs) est calculée a partir du pourcentage de fluorescence relatif de I'échantillon (x)
selon la formule :

X (%) x 1,6 ug
Qs (Hg) = (2,8 pg pour |'étude de la Pilocarpine)
100

Le volume lacrymal exprimé en ul est calculé selon I'équation donnée
précédemment dans laquelle :

Vi=1ul Qi =10 ug Vs =1yl

Le volume lacrymal est exprimé sous forme de moyenne + écart-type.

Les résultats sont présentés dans le tableau | ci-aprés :

TABLEAU |
Effets de la Pilocarpine et du FAD sur le volume lacrymal chez le lapin
Traitement Volume lacrymal  Augmentation du  volume lacrymal
(ul) (uh) (%)
Excipient 3,32 +0,42 (8) - -
Pilocarpine2 % 6,87 +0,76* (8) 3,55 107

Sérum physiologique 3.57 +027 (5) - -

o]

* Significativement différent du lot contrdle

Nombre d'animaux entre parenthéses.
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Le volume lacrymal du lapin est significativement augmente d'un
facteur 2 environ, 20 minutes aprés instillation de 25 ut d'un collyre contenant 2 %
de chlorhydrate de Pilocarpine, comparativement au lot controle traité par I'excipient
correspondant.

On note que la FAD induit également une augmentation significative du
volume lacrymal aprés administration oculaire dans les mémes conditions
experimentales (116 %). Les effets observés dans cette étude confirment les

propriétés sécrétagogues de cette molécule.

EXEMPLE 2

Analyse de l'effet de FAD sur la sécrétion lacrymale en fonction de la dose

instillée et au cours du temps.

L'étude effet-dose est réalisée aprés administration unique des
différentes solutions testées, 20 minutes avant la mesure du volume tacrymal.

Les resultats sont présentés dans le tableau I ci-apres.

TABLEAU |l
Traitement Volume lacrymal  Augmentation du volume lacrymal
(W) (ul) (%)
Excipient 3,32+0,42 (8) - -
Pilocarpine 2 % 6,87 +0,76* (8) 3,55 107

Sérum physiologique 3,57 £ 0,27 (5) - B
FAD 1 % 771+343*% (7) 4,14 118

Sérum physiologique 369:040  (g) - )
FAD 0.1 % 532+130* (7) 163 4

Serum physiologique 293+0,77  (11) - -

FAD 0,01 % 277+0,67 (14) 0 0

* Significativement différent du lot controle

nombre d'animaux entre parenthéses.




CA 02255202 1998-12-21

La FAD induit une augmentation significative, dose-dépendante, du
volume lacrymal. A concentration élevée (1 %), les effets sécrétagogues du FAD

sont comparables & ceux de la Pilocarpine.

Dans le cas de I'étude cinétique, une goutte (25 pl) de solution
contenant 0,1 % de produit testé est instillée a différents temps avant la mesure du
volume lacrymal. ,

Les résultats sont présentés dans le tableau Ill ci-aprés.

10 En tableau IV, sont présentés a titre comparatif, les résultats obtenus

avec un collyre a base de Pilocarpine a 2%.
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On note gque I'activité maximale du FAD se manifeste environ 10
minutes aprés instillation unique d'une solution a 0,1 %.

La durée d'action de ce produit administré en solution aqueuse
sans additif viscosifiant ou gélifiant susceptibie d'augmenter leur rémanence au
niveau du site d'action, est de 40 minutes environ, similaire a celle du collyre

de référence a base de Pilocarpine.

EXEMPLE 3

Etude du phénoméne d'échappement.

Des solutions contenant 1 % de produit testé sont utilisées.

Le premier jour (J1), le volume lacrymal est déterminé 20 minutes
apres instillation d'une goutte, selon le protocole décrit en exemple 1.

Le traitement est ensuite administré de J2 a J7 sans anesthésie
locale préalable, a raison de 2 instillations par jours espacées de 8 heures
pendant la semaine (espacées de 5 heures le week-end).

Le huitiéme jour (J8), le volume lacrymal est mesuré selon le
protocole décrit dans les mémes conditions qu'a J1.

Les résultats obtenus avec le collyre témoin et le collyre selon
l'invention figurent dans le tableau V.
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Aucun phénoméne d'échappement n'est observé aprés

administrations répétées de la FAD, a raison de 2 instillations par jour pendant
6 jours.

EXEMPLE 4
Une étude de l'effet de la FAD & 10% sur le volume lacrymal chez le
lapin montre, 20 minutes aprés linstillation d'une goutte du collyre selon

linvention, une augmentation de 3,91 ul soit 147% par rapport & une solution

de sérum physiologigue.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation de la flavine-adénine-dinucléotide (FAD) ou de I'un
de ses sels avec une base ou un acide pharmacologiquement acceptable pour

la préparation d'une composition ophtaimique topique destinée au traitement

de l'oeil sec.

2. Utilisation de la flavine-adénine-dinucléctide ou de I'un de ses
sels avec une base ou un acide pharmacologiquement acceptable pour la
préparation d'une composition ophtaimique topique destinée a stimuler la
secrétion lacrymale.

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2 caractérisée en ce que

la FAD est utilisée sous la forme de son sel disodigue.

4. Utilisation selon la revendication 1, 2 ou 3 caractérisée en ce

que la composition ophtaimique topique se présente sous la forme d'un collyre.

5. Utilisation selon la revendication 4 caractérisée en ce que la
FAD est présente dans la composition ophtalmique & raison d'environ 0,05 % a

10 % en poids de fa composition ophtaimique.

6. Utilisation selon la revendication 5 caractérisée en ce que Ia
FAD est présente a raison de 0,1 a 5 % en poids de la composition

ophtalmique.
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