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RESUMO

“Utilizagao de pirenoxina para a protecgdo de tecidos da
cbérnea em fotoqueratectomia”

Pirenoxina ou 4cido 1-hidroxi-5-oxo-5H-pirido-[3,2a]-
fenoxazino-3-carboxilico, também denominada pirfenossona e ja
utilizada como agente anti-cataratas, na forma de um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, se desejado, ¢ utilizada para a
proteccao do tecido corneal em intervengdes de
fotoqueratectomia, como a fotoablagdo da cdérnea utilizando
laser de excimero, para fins tanto refractivos como
terapéuticos. De facto, a pirenoxina é capaz de inibir, na
coérnea, os fendmenos oxidativos determinados por espécies de
oxigénio reactivas (ROS) que sao produzidas no interior dos
tecidos apds a irradiagdo com laser.
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DESCRICAO

“Utilizagao de pirenoxina para a protecgdo de tecidos da
cbérnea em fotoqueratectomia”

A presente invencgdo refere-se a utilizacdo de pirenoxina
para a protec¢do dos tecidos corneals em intervengdes de
fotoqueratectomia. Mais particularmente, a invencdo refere-se
a utilizacdo de pirenoxina e seus sals como agentes capazes de
inibir no interior da cdérnea os fendmenos oxidativos
determinados por espécies de oxigénio reactivas (ou ROS, do
inglés *“Reactive Oxygen Species”) que sdo produzidas nos
tecidos apds a irradiacdo com Iaser.

Como sabido, a cirurgia oftadlmica, e particularmente a
refractiva, que tem o objectivo de modificar o poder
refractivo do olho de modo a corrigir defeitos visuais ndao
desprezdveis, utiliza varias técnicas, mais ou  menos
consolidadas ou em evolugdo, das quais sao alguns exemplos a
queractomia radial, a epiqueratofaquia e a gqueratomileusis. Em
adigcao a estas, também no campo da oftalmologia, a utilizacgao
de laser, vparticularmente laser em estado sdélido, (como o©
laser de neodimio:granada de itrio-aluminio, conhecido como
Nd:YAG), e, acima de tudo, laser de excimero, esta
notavelmente aumentada.

0 laser de excimero é um laser pulsatil que, devido ao
decaimento de dimeros de gads nobre excitados (excimeros
obtidos a partir de misturas gasosas de halogénec e gases
nobres), é capaz de emitir grandes quantidades de energia na
forma de radiacgdo na gama do ultravioleta longinquo (UV-L), na
forma de sucessdes de impulsos possuindo duracgao, frequéncia e
fluénecia predeterminadas. Qualquer fotdo emitido durante a
irradiagcao possuil energia suficiente para quebrar as ligagdes
intramocleculares do material exposto, de tal modo gque as
moléculas irradiadas sdao "quebradas" em peguenos fragmentos
voldteis que sdo expulsos a velocidades supersdnicas
concretizando um processo conhecido como "fotodecomposigao".

Nas aplicagbes que utilizam o laser de excimero en
intervencdes de cirurgia corneal, usualmente € empregue um
laser de éargon-fluor, emitindo radiacdoc com um comprimento de
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onda de 193 nm, que ¢é adequado para realizar intervencgdes de
alta precisao com um controlo ¢ptimo sobre a profundidade da
penetracdo e um efeito minimo de danos térmicos ou mecdnicos
sobre tecidos adjacentes aos expostos. Ao contrario de outros
Jasers utilizados no campo clinico, o laser de excimero nao
emite energia concentrada num ponto focal mas possul um raio
com uma grande seccdo transversal que, ao atravessar ranhuras
adequadas, ¢ dirigido para atingir grandes zonas da superficie
da cdérnea com um controlo preciso do formato e dos tamanhos
das =zonas expostas. A energia emitida ¢é quase totalmente
adsorvida por uma camada superficial dentro de uma espessura
de alguns micra e resulta, por meio de evaporacdo, na ablacao
em cada impulso de camadas de cdérnea pouco mais grossas que
moleculares, <com uma reprodutibilidade ndo atingivel por
outras técnicas.

O laser de excimero ¢ amplamente utilizado para a
remodelacdo refractiva corneal em técnicas conhecidas como
queratectomia fotorrefractiva ou PRK e LASIK (do 1inglés,
“laser intrastromal keratomileusis” - queratomileusis intra-
estroma a laser), para a correcgac de varias ametropias, sendo
entre elas a mais difundida a miopia. Como conhecido, esta
ultima ¢ um defeito determinado por uma curvatura da cornea
superiocr a requerida pelo comprimento do globo ocular, de modo
que o0s raios de luz vindos do exterior sdo refractados de tal
modo que convergem num ponto focal antes de atingirem a
retina. ©Nestas circunstdncias, a utilizacdo de laser de
excimero proporciona que camadas de tecido corneal, cuja
espessura aumenta no sentido do centro, sejam removidas,
reduzindo desse modo a curvatura da coérnea. Quando a técnica é
utilizada para a correcgdoc de hipermetropia, em que, ao
contrario, a modificacdo a obter é& um aumento da curvatura da
cérnea, a quantidade de tecido removido na periferia da =zona
exposta ¢ mais importante do gue no centro. Finalmente, para a
correccdao do astigmatismo, que, como se sabe, é uma ametropia
causada por diferencas de curvatura em varios meridianos da
superficie ocular, a profundidade da ablacdo pode ser
assimétrica, dependendo do meridiano a "aplanar".

Mals recentemente, a utilizacdo do laser de excimero foi
sugerida para a remogado terapéutica de tecidos corneais
superficiais, para o tratamento de varias irregularidades e
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opacidades corneais: tais COomo do tipo distrdfico,
degenerativo, cicatricial ou infeccioso. Esta operacao,
denominada queratectomia fototerapéutica ou PTK, tem sido
utilizada, por exemplo, para o tratamento de erosfes corneais
recorrentes, queratite pds-operatdéria, distrofias corneais
como distrofias de Reis-Buckler, opacidades ou cicatrizes
corneais causadas por Herpes simplex, irregularidades da
superficie apds intervencdes cirlrgicas, por exemplo como
resultado de queratoplastia ou intervencdes corneais
refractivas. RAo contrdrio da fotoqueratectomia refractiva, a
PTK tem como objectivo eliminar irreqularidades na superficie
corneal de modo a aplanar o seu perfil e desse modo envolve a
ablacaoc de camadas de tecido com diferentes espessuras nas
vadrias zonas da superficie corneal tratada.

Embora as intervengdes de  fotoqueratectomia  atrés
descritas paregam ser uma alternativa menos traumatica do que
as técnicas de cirurgia oftdlmica, o processo correctivo apds
a fotoablacdo ndo estd isento de inconvenientes que sdo mais
ou menos transitdrios e inconvenientes ou incapacitantes para
0 paciente, entre os quais, por exemplo, ©s problemas
cicatriciais corneais, a geracdo de opacidades sub-epiteliais
denominadas "névoa", que determinam uma reducdo de eficiéncia
visual resultante de fendmenos de "dispersao de luz" (difusao
de luz) e, em algumas circunsténcias, uma redugdo de valores
refractivos em resultado da ©operagao. Parece nao ser
discutivel pelos peritos na especialidade que, pelo menos
parcialmente, estes efeitos resultam da formagdo de radicais
livres e, geralmente, espécies de oxigénio reactivas, que foi
detectada como um efeito secunddrio da irradiacdo com UV e do
aumento da temperatura que ocorre nos tecidos envolvidos.

Como se sabe, a expressdo "espécies (ou substincias) de
oxigénio reactivas", ou ROS, significa actualmente,
colectivamente, radicais 1livres e espécies quimicas nao
radicalares que correntemente fazem parte dos Pprocessos
bioldgicos oxidativos e cujo excesso em relacdo as condigdes
de equilibrio natural, ¢ considerado como sendo a base de um
numero  sempre crescente de  fendmenos degenerativos e
patoldgicos. Especificamente, o termo ROS compreende o radical
anidénico superdxido 0O, ¢, o0 radical hidroxilc OH, o oxigénio
singuleto 'O, e o peréxido de hidrogénio, H,0,, assim como
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radicais alcdxido ROe e perdxidoc ROOe, que sdo gerados a
partir de moléculas organicas durante os processos oxidativos.
A actividade destas espécies exerce-se, no interior do
organismo, sobre varios componentes celulares, entre o0s quais
um grande numero de proteinas estruturais e enzimas, ADN, ARN
e, acima de tudo, os lipidos de membranas.

De facto, a peroxidagdo dos lipidos é o mecanismo mais
conhecido através do qual as ROS exercem a sua actividade
degenerativa sobre 4dcidos gordos poli-insaturados (AGPI) que
danificam as estruturas celulares, contidos nas membranas
citoplasmaticas, frequentemente na forma de ésteres
fosfolipidicos. Na etapa inicial deste processo, a accao de um
radical 1livre subtrai um &tomc de hidrogénio He & cadeia
lipidica, formando um radical livre R* que sofre um rearranijo
molecular das ligac¢des duplas resultando num radical dieno
conjugado. Este ultimo reage rapidamente com oxigénio
molecular formando desse modo um radical perdxido 1lipidico
ROO+, que, sendo um oxidante suficientemente forte para atacar
outro AGPI, inicia a etapa de propagagdao da reaccdo. Desta
maneira, sdo formados um radical hidroperdxido lipidico, ROOQH;
e, de forma correspondente, outro radical perdxido lipidico,
ROO+. Assim, o ramo principal atras descrito da reacgdo ocorre
por meio de atagues em cadeia de radicals aos 1lipidos da
membrana dque s$3do assim transformados, passo a passo, nos
correspondentes hidroperdxidos, até a terminacgdo da cadeila por
meio de um radical livre,

Varios agentes de ocorréncia natural nos tecidos
celulares podem realizar a acgdo atrds descrita, praticamente
funcionando como sequestrantes ou antioxidantes. Entre estes,
os mais conhecidos sdo as vitaminas C (acido ascdérbico) e E
(alfa-tocoferol), enzimas antioxidantes como a superdxido-
dismutase (SOD), a catalase, a glutationa-peroxidase e varios
compostos de baixo peso molecular, entre o0s guais glutationa
(GSH), tirosina, 4cido tnrico. A protecgdo natural contra o©s
stresses oxlidativos realizada por estas substancias, contudo,
nac consegue ser suficientemente forte para antagonizar o
efeito de degradagdo das ROS, circunstancias em gue a
peroxidagdo de lipidos pode resultar em danos irreversiveis
nas membranas celulares.
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Demonstrou-se também que as formas oxidadas de i6es de
metais de transicdo, como Fe'' e Cuzﬁ na presenca de H0y,
podem acelerar o mecanismo oxidativo através de uma reacgio
ndo enzimatica conhecida como reacgdo de Fenton, Na presenga
de um agente redutor, como ascorbato, parte dos 18es oxidados
sdao reduzidos para o estado de c¢xidacdo mais baixo (por
exemplo Fe’’) e a reaccédo, cuja velocidade depende da razao
Fe'' :Fe’’, prossegue, resultando na conversdo de perdxido de
hidrogénio no idoc hidroxilo, OH, e um radical hidroxilo, OH-.
Este tltimo representa a ROS mais reactiva.

Embora seja dificil detectar ROS devido a sua
reactividade e portanto aos seus curtos tempos de vida, a
formacdo de radicais livres em tecidos submetidos a
fotogblagac utilizando laser de excimero tem sido amplamente
demonstrada. Por exemplo, a presen¢a de radicais livres em
cérneas bovinas expostas a irradiac¢do utilizando laser ArF foi
revelada por espectroscopia de EPR (ressondncia paramagnética
de electrdes) (R.J. Landry et al., Laser and Light 1in
Ophthalmol., 6: 87-90, 1994), enquanto medic¢des de aumentos de
temperatura ao nivel do endotélio corneal e determinagdes
analiticas da reducdo da actividade de SOD ao nivel do humor
aquoso confirmaram a formacdo de ROS na codrnea de coelhos
tratados com PRK (K. Bigihan et al., Jpn. J. Ophthalmol., 40,
154-157, 1996). A peroxidacdo lipidica foi detectada,
novamente na c¢brnea de coelho, apds tratamento com PTK
realizado utilizando laser de excimero, tanto por teste
histoquimico como por detecgdo analitica da presenga de
produtcs de degradacdo em extractos de lipidos corneais,
particularmente dienos conjugados e cetodienos (S. Hayashi et
al., British J. Ophthalmol. 81, 141-144, 1997).

Adicionalmente, foi notada, por espectroscopia EPR, a
geragao de radicais livres também quando os tecidos corneais
sdao 1rradiados utilizandc laser Nd:Yag em estado soélido, a um
comprimento de onda de 213 nm em vez de 193 nm, comprimento de
onda gque ¢ tipico do laser de excimero de A4&rgon-fluor.
Contudo, neste caso, em adigdo a um dano oxidativoe comparavel
com o que é obtido utilizando o laser de excimero, foi também
detectado um efeito citotdxico mais notdvel, de algum modo
dependente do maior comprimento de onda da radiacao (E. Ediger
et al., Lasers Surg. Med., 21:88-93, 1997).
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Em adicdo ao efeito da radiacao UV sobre a producao
primdria de RO0S, foi também observado que a actividade de
quimiotaxia dos hidroperdxidos lipidicos assim formados retira
in situ células polimorfonucleadas e macréfagos que, por sua
vez, produzindo mais ROS, aumentam a acgao de danos da
radiacgdao induzindo um conjunto de efeitos citotdxicos (H. Goto
et al., Curr. Eye Res., 10:1009-1014, 1991).

Embora a literatura atrds mencionada demonstre a formacdo
de radicais livres e espécies de oxigénio reactivas no
tratamento de fotoablagdo e relacione este fendmeno com outras
possivels complicagbes pds-operatdrias, ndo € considerada
particularmente importante a protec¢do dos tecidos corneais
por administracdo de agentes exdgenos possuindo actividade
antagonizante de ROS tanto antes como depols da operagao. Com
efeito, a terapia farmacoldgica correntemente utilizada para
0os tratamentos de fotoqueratotomia consiste na aplicacao
ocular tépica, apds a operacgdo, de antibidéticos, com o claro
fim de manter em condigdes assépticas a superficie ocular
durante o processo de cicatrizagéao, e farmacos anti-
inflamatdérios (esterdides ou, de acordo com a mais recente
tendéncia, nao esterdides) de modo a actuar contra as
condig¢Bes de flogose pds-operatdria.

Portanto, o© objecto da presente invencdo consiste em
proporcicnar aos tecidos corneais envolvidos na irradiacao com
UV, tanto antes como logo apds o© tratamento, um agente
adequado para realizar uma actividade protectora contra os
danos celulares desencadeados pelas espécies de oxigénio
reactivas e para sequestrar a sua acgado. Particularmente o
agente sugerido tem que ser eficaz para se opor a peroxidacéo
lipidica nos tecidos celulares corneais.

Nos estudos acerca dos efeitos das ROS e da inibicao da
peroxidacgdo lipidica por varias moléculas exdgenas possuindo
actividades sequestrante ou antioxidante, verificou-se que a
pirenoxina, wum principio activo Jé& conhecido e wutilizado
terapeuticamente noutro distrito ocular, o cristalino,
apresenta uma notdvel actividade para a inibigdo de
peroxidacdao lipidica nos tecidos corneais e é portanto capaz
de realizar uma acgao protectora contra as modificagdes
celulares resultantes da irradiacao com laser.
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A pirenoxina ou acido 1-hidroxi-5-oxo-5H-pirido-[3,2a]-
fenoxazino-3-carboxilico (também denominada pirfenossona) é um
composto conhecido possuinde a seguinte férmula:

utilizado em oftalmologia, usualmente na forma do seu sal de
sédio, para o tratamento da catarata. Esta é uma condigao
andtmala progressiva do cristalino do olho caracterizada por
uma crescente perda de transparéncia. Como se sabe, as
cataratas resultam mais frequentemente de modificacgdes
degenerativas, muitas vezes ocorrendo apds os 50 anos de
idade, embora mails raramente possam resultar de traumatismos
ou exposi¢do a wvenenos. Inicialmente a visdo é enevoads,
depois as luzes Dbrilhantes encandeiam difusamente e pode-se
desenvolver distorcdo e visao dupla. No final, se a catarata
ndo for tratada, ocorre anopia. Em adig¢do ao tratamento
cirtrgico, que se torna necessario para estados degenerativos
mais avancados e envolve a ablagao do cristalino (com ou sem
implantacgdo cirurgica de uma lente intra-ocular) as cataratas
podem ser tratadas por administracdc tépica oftdlmica de
pirenoxina na forma de colirio.

Foi postulado que a capacidade da pirenoxina para inibir
a formagado de opacidades lenticulares resulta de pelo menos
trés diferentes mecanismos de acgao: (a) inibicdo da
actividade de oxidacdo das moléculas de quinona nas proteinas
lenticulares, por ligac¢do dos seus grupos —-SH; (b) activacao e
normalizacdo da actividade de bombagem de catifes realizada
pela capsula do c¢ristalino; (c¢) inibigdo da sintese de
sorbitocl e redugdo dos danos osméticos resultantes do
armazenamento desta substancia (S. Iwata, J. Pharmac. Soc.
Jap., 1964; 844: 435-440; F. Ikemoto et al., em: Proc. 50
Congr. Pharmacol. Soc. Jap., Kanto Region, 1974: I. Korte et
al., Ophthalmic Res., 1979; 11:. 123-125).

Nos estudos mais recentes acerca da actividade bioldgica
da pirenoxina verificou-se também, e é o objecto do pedido de
patente europeia N.° EP 0885612, concedida ao presente
Requerente, que esta molécula, em adicdo a actividade no
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tratamento da catarata, possul igualmente propriedades anti-
inflamatdrias. Estas propriedades, que foram verificadas em
modelos animais, concretizam-se através de um mecanismo de
acgao nao elucidado no referido pedido de patente, embora na
descricgdo da referida patente seja postulada uma actividade de
inibigdo do catabolismo oxidativo do Acido araquidénico, que
resulta na producdo de prostaglandinas.

De acordo com a presente invencgdo verificou-se, como Jja
relatado, que a pirenoxina pode ser utilizada vantajosamente
para a protecgdo dos tecidos corneails durante tratamentos com
laser de excimero porque € activa na inibigdo da peroxidacao
lipidica nos tecidos celulares corneais.

E portanto um objecto da presente invencdo a utilizacdo
de acido 1-hidroxi-5-ox0-bH-pirido-[3,2a]l-fenoxazino-3-
carboxilice (pirenoxina) ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel, para a producdoc de um fédrmaco oftdlmico toépico
adequado para a proteccao dos tecidos corneais em intervengdes
de fotoqueratectomia. Como J& apontado, o farmaco sugerido ¢é
desenhado como inibidor da actividade de ROS (espécies de
oxigénio reactivas) ao nivel de tecidos corneais e,
particularmente como inibidor da peroxidacdo lipidica ao nivel
dos referidos tecidos.

A utilizagao de pirenoxina como agente protector pré- e
pds-operatdrico tem aplicagac em qualquer tratamento de
fotoqueratectomia, sendo ainda presumivel uma mais ampla
utilizag¢cdo nos tratamentos que presentemente estdao mais
difundidcs, 1i.e. fotoablacdoc da cornea por meioc de laser de
excimero, tanto refractiva como terapéutica e, no primeiro
caso tanto por meio da técnica PRK como da LASIK.

As preparagdes oftalmicas da presente invencao
preferivelmente contém o principio activo, i.e. pirenoxina ou
um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, numa quantidade de
0,0001% a 0,01% em peso, expressa como 4&cido livre. Mais
convenientemente, os referidos medicamentos contém de 0,001% a
0,005% em peso de pirenoxina, expressa como acido livre, sendo
a concentragdo o6ptima igual a que é presentemente utilizada
para a terapia da catarata, i.e. 0,005% em peso. Mais
convenientemente, a referida pirenoxina estd na forma do sal
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de sdédio. Quando utilizada na forma de colirio contendo 0,005%
em peso do principio activo, a preparacdao de acordo com a
invencdo pode ser administrada, de modo a obter o efeito
desejado de inibicao de ROS, numa dosagem de uma-duas gotas
duas ou trés vezes por dia, preferivelmente duas gotas trés
vezes por dia, comegando pelo menos um ou dois dias antes da
operacac e continuando, apds a operacgao, aoc longo de pelo
menos um ou dois dias. Geralmente a dosagem e a posclogia
podem ser amplamente varidveis sem prejuizo do efeito
protector global contra ROS exercido pelo produto.

O fdrmaco tdépico oftdlmico contendo pirenoxina ou um seu
sal, pode estar, geralmente, nas mesmas formas que é preparado
ou proposto para a utilizag¢do do mesmo principio activo para a
teraplia da catarata ou da inflamagdo oftdlmica, como descrito
no pedido de patente europeia atrds mencionado EP-A-0885612.
Particularmente, o produto pode estar na forma de solug¢do ou
suspensac aquosa para colirio ou na forma de emulsdo, pomada,
gel ou creme. Preferivelmente o produto ¢ administrado na
forma de solugdo oftdlmica aquosa. Devido a instabilidade do
principio activo, a pirenoxina ¢ normalmente formulada, nos
medicamentos jéd utilizados para o tratamento da catarata, na
forma de uma preparac¢cdo de dols componentes em que um primeiro
componente compreende pirenoxina criodessecada e o segundo
componente compreende um transportador ou diluente aquoso
aceitavel para o olho. 0Os dois componentes sdo reconstituidos
antes da utilizagao e a solugac assim obtida pode ser
geralmente armazenada & temperatura ambiente durante cerca de
duas semanas sem degradacdo.

Geralmente, as composigdes contendo pirenoxina ou um seu
sal, de acordo com a invengao, podem ser formuladas de acordo
com a arte conhecida, por exemplo de acordo com  0S
ensinamentos sugeridos por "Remington's Pharmaceutical
Sciences Handbook", Hack Publ. Co., E.U.A. Usualmente, um ou
mais agentes para a regulacdo da tonicidade deverdo ser
adicionados para que a solugdo possua um valor adequado de
osmolaridade. Qualquer um dos produtos usualmente utilizados
na especialidade pode ser utilizado, como, por exemplo,
cloretoc de sd&dio, cloreto de potdssio, manitol, dextrose,
dcido Dbdérico, propilenoglicol. A preparacdo pode também
compreender Acidos ou bases como agentes para a regulacdo do
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pH e/ou tampdes, como, por exemplo, sistemas fosfato
monossdédico - fosfato dissddico, borato de sédio - 4dcido
bérico ou succinato de sdédio - acido succinico. Para obter uma
boa tolerédncia no olho, o pH deverd estar entre 4,5 e 8,5,
Adicionalmente, a composigdo deverd também compreender
conservantes e agentes antimicrobianos, como <c¢loreto de
benzalcdénio, mertiolato de sdédic ou timerosal, metil-, etil- e
propil-parabeno, clorobutanol, assim como agentes gquelantes ou
sequestrantes como edetatos ou EDTA. Se o produto for embalado
em recipientes de dose unitaria, a presenca de conservantes
pode ser evitada mas, quando sdo utilizados recipientes de
doses multiplas, por exemplo frascos para colirio contendo de
5 a 15 ml, a presenca dos conservantes € necessaria.

Em adigdo, a preparacao oftdlmica pode compreender outros
ingredientes opcionais, como agentes espessantes,
antioxidantes, estabilizantes, agentes superficialmente
activos, etc. Apenas com fim exemplificativo, ¢é adiante
descrita a composicdo de um produto ja disponivel no comércio
desenhado para o tratamento da catarata. A formulacdc pode ser
adequada também para a wutilizagdo do produto como agente
protector da cdédrnea contra radicais livres e ROS.

Alguns resultados experimentais obtidos no Aambito da
presente invencdo estdo relatados a titulo de exemplo
juntamente com os desenhos anexos, em que:

a figura 1 mostra o efeito de pirenoxina 10" M sobre a
formagdo de fluorescéncia de substéncias lipidicas soltveis em
coérneas de coelho apds incubag¢dao com macréfagos autdlogos
estimulados por f-MLP. Cada barra + S.E.M. representa o valor
médio (entre paréntesis o numero de cdrneas processadas). *:
p<0,01 VS controlo. Os valores de controlo sao
significativamente superiores aos valores de base (p<0,0002):

a figura 2 mostra a formacdo de fluorescéncia in vitro de
substancias lipidicas soltveis em células epiteliais corneais
irradiadas com UVsi, (80 md/cm?) ap6s 1ncubacao na presenca e
na auséncia de pirenoxina 10° M. Os resultados sdo a média de
3 experiéncias;

a figura 3 mostra os efeitos ex vivo de instilagbes de
pirenoxina (60 ul de hora a hora durante 8 horas ao longo de
2 dias) nos olhos de coelho com formagcao de dienos conjugados
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nas corneas 1in vitro submetidas a peroxidacdao lipidica
induzida por ferro. Cada barra + S.E.M. representa o valor
médio (entre paréntesis o numero de cdérneas processadas). (a):
expresso pela diferenca entre o valor da amostra e o valor de
base (sem indugdo por ferro: 1,3 + 0,21 nmol/hemi-cdrnea; n 0
8). *: p<0,02 vs controlo.

Exemplo
Formulagdo de pirenoxina de sédio criodessecada

O componente em pd seco do produto possuil a seguinte
composicao, em que as quantidades sdao dadas para a
reconstituicdo numa solucgdo de 7 ml:

Pirenoxina de sdédio 0,376 mg

(equivalente a 0,350 mg de pirenoxina) taurina 34,34 mg

Na preparag¢ao, a taurina e a pirenoxina de sdédio sao
separadamente dissolvidas em Agua desionizada, as duas
solugdes s&o esterilizadas por filtragao e depois 530
misturadas e submetidas ao processo de criodessecagem.

O solvente aquoso possul a seguinte composicdo:

poli(dlcool vinilico) 98 mg

dcido succinico 2,31 mg
succinato de sédio.6 H0 89,215 mg
cloreto de sédio 34,3 mg
cloreto de benzalcénio 0,175 mg
edetato de sdédio 0,89 mg

dgua desionizada g.b. para 7 ml

Em adigdo aos ingredientes mencionados na descricao
anterior a referida formulagao contém PVA como agente
espessante. O pH do componente solvente é de 6. A formulacgdo é
preparada misturando primeiro e dissolvendo em agua todos o©s
ingredientes excepto o© <cloreto de Dbenzalcdénioc. Apds a
dissolucdo completa de todos o©s produtos, adiciona-se o
cloreto de benzalcdénio sob agitagdo continua e a mistura ¢é
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esterilizada por filtracdo. O pH do produto reconstituido é de
6-6,3.

Testes de actividade como inibidor da peroxidagdo lipidica

De modo a avaliar o desempenho da pirenoxina como agente
protector contra a ac¢ao de ROS nos tecidos corneals e
particularmente contra a peroxidagdo lipidica, avaliou-se a
actividade in vitro da pirenoxina tanto em homogenatos
corneais na presenca do sistema oxidante Fe(III)-acido
ascérbico como em cdédrnea completa submetida a acgdo de ROS
geradas a partir de macrdéfagos autdlogos.

Em adicdoc, os efeitos da luz UV sobre a cdérnea foram
cuidadosamente inspeccionados porque o tecido corneal ¢
continuamente exposto ao ambiente externo e portanto & accgio
combinada de oxigénio e radiacao.

As primeiras experiéncias realizadas por irradiacgdo com
UVs1; de células epiteliais corneais sugerem que também neste
caso a pilrenoxina proporciona protecgao antioxidacgao.

A mesma molécula fol ensaiada quanto a sua acgdo ex vivo
na protecgdo da cdrnea contra os ataques oxidativos in vitro
catalisados pela presenca de ferro, assim como contra a acc¢ao
de um complexo fisioldgico de ferro, ferritina, previamente
irradiada com UV e depois injectada no estroma da cdérnea. Em
ambos 0s casos a pirenoxina originou resultados bem sucedidos.

Das experiéncias realizadas até agora a pirenoxina
resulta um meio eficaz para proteger a cdérnea afectada de

patologias geradas por espécies de oxigénio reactivas.

Efeito in vitro de pirenoxina sobre a accdo de ROS induzidas

em homogenatos de epitélio e endotélio de cérneas de coelho.

O procedimento experimental para a avaliacdo da accao de
inibic¢do contra a peroxidacdo lipidica exercida por pirenoxina
em células epiteliais e endoteliais da cdérnea faz uso do
sistema Fe(III)-acido ascérbico para induzir o fendmeno
peroxidativo. O atague oxidativo aos lipidos de membrana foi
confirmado pelas determinag¢des espectrofotométricas tanto dos
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dienos conjugados Como das substéncias fluorescentes
lipossoluveis que, como se sabe, sao geradas pela degradacao
oxidativa de moléculas lipidicas.

O procedimento experimental utilizado incluia os passos
seguintes: a) abstracg¢do da cornea do olho de coelhos machos
pigmentados adequadamente seleccionados e preparados para o
estudo; b) incubagdo das cdrneas em tampdo de fosfato 100 uM,
PH 7,5, na presenca de 1000 U de colagenase e CaCl, 5 uM
durante 20 horas a 37°C; c¢) centrifugacdo a 35000 rpm a 0°C
durante 10 minutos e lavagens do sedimento com tampdoc de
fosfato; d) homogeneizacgdo do sedimento celular em 1 ml de
tampdo, pH 7,4 (10% p/v); e) incubacdo de uma aliquota de
homogenato adequada com FeCl; 10 puM e 4dcido ascérbico em
tampao fosfato, pH 7,4, a 27°C durante 30 minutos na presencga

e na auséncia de pirenoxina 1077 M; f) extraccdo das
substincias lipossoluveis utilizando a mistura
cloroférmio/metanol (2:1 v/v). A determinacdo dos dienos

conjugados contidos no extracto 1lipidico foi realizada de
acordo com Buege et al. (Methods Enzymol., 52: 302-310, 1974),
enquanto as substadncias lipossoluveis fluorescentes foram
determinadas de acordo com Fletcher et al. (Anal. Biochem. 52:
1-2, 1973). Os resultados do teste estdo apresentados na
tabela seguinte.

Tabela 1

Dienos conjugados U de fluorescéncia/

mmol/hemi-cérnea hemi-cérnea
Homogenato 2,93 =+ 0,14 4,91 £ 0,11
(valor basal)
Homogenato + Fe(III) 3,49 + 0,13 5,89 = 0,11 *
(controlo)
Homogenato + Fe(III) 2,77 + 0,07 5,22 + 0,13 '

+ pirenoxina 107° M

Cada valor + SEM representa o valor médio de pelo menos 3 (x2)
determinag¢des

* p<0,05 e *
" p<0,001 e i p<0,005 vs controlos relativos.

: p<0,001 vs valores basais relativos;

A partir dos resultados apresentados na tabela anterior,
é evidente que a pirenoxina exerce uma clara actividade de
inibicdo contra a accdao de peroxidagao lipidica das ROS,
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induzidas pelo sistema Fe(III)-dcido ascérbico, como se pode
deduzir da notdvel diminuicgdo dos dienos conjugados e da
significativa diminuicéo das substancias fluorescentes
lipossoluveis quando estava presente a molécula atras
referida.

Efeito protector in vitro da pirenoxina sobre cérneas

submetidas & accdo de ROS produzidas a partir de macréfagos de

coelho autdélogos estimulados por £-MLP

De modo a avaliar a inibig¢do exercida pela pirenoxina
contra a actividade de oxidagdc de ROS produzidas em
macréfagos ao nivel da coérnea, realizou-se o seguinte
procedimento: (a) lavagem bronco-alveolar do coelho para obter
os macrodofagos; (b) abstraccao da cdérnea do olho do coelho; (c)
incubag¢do das cdérneas com macrdéfagos estimulados ou nao
estimulados por f-MLP 1007 M (800 000 células/pogo) durante
duas horas a 37°C, 5% CO,, na presenga € na auséncia de
pirenoxina 107 M; (d) separagdo e homogeneizacdao das células
corneais epiteliais e endoteliais e subsequente determinacgdo
da fluorescéncia como descrito nos passos b, ¢, d e f da
metodologia anterior.

Os resultados relatados na figura 1 mostram dJue por
incubacgdo de cdérneas completas Juntamente com macrdéfagos
autdlogos na presenca de pirenoxina, 0s niveis da
fluorescéncia induzida resultam notavelmente inferiores aos
controlos e sdo compardveis com os de cdrneas normais (valores
de base).

Efeito protector in vitro da pirenoxina sobre a accdo de ROS

induzidas em células epiteliais irradiadas com UVB

O efeito protector da pirenoxina sobre células epiteliais
corneais (3IRC) irradiadas durante 36" utilizando luz UVip
(80 mJ/cm?), de acordo com o seguinte procedimento: (a) as
células corneais foram plagueadas em pocos de 35 mm de
didmetro; (b) a 80% da confluéncia, as células foram colocadas
em contacto com um meio de baixo teor de soroc (0,2%) para
inibir a sua proliferacdo durante a experiéncia (c) as células
foram irradiadas com luz UV na presenga e na auséncia de
pirenoxina 1077, incubadas a 37°C durante 17 horas e
homogeneizadas em tampao fosfato 10 mM, pH 7,4; (d) as
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substdncias lipossoluveis  fluorescentes e as proteinas
contidas em aliguotas de homogenato adequadas foram
determinadas.

Os resultados apresentados na figura 2 e na tabela 2
mostram gque a pirenoxina exerce um efeito protector. De facto,
as substéncias lipossolUveis fluorescentes produzidas a partir
de células epiteliais corneais apds a irradiacdo com UVi;; € na
presenca da referida molécula foram notavelmente inferiores
(cerca de duas vezes e meia) as que sido produzidas a partir de
células irradiadas da mesma maneira mas nao protegidas por
pirenoxina e apresentam valores de fluorescéncia iguais aos de
células nao irradiadas.

Tabela 2

Células 17/12

U/pogo Proteinas, mg/ml U/mg de proteina
Controlo 4,029 0,405 9,95
Uuv312 7,3 0,27 27
Uv312 + pir. 3,66 0,403 9,08
Células 20/12

U/pogo Proteinas, mg/ml U/mg de proteina
Controlo 1,61 0,171 9,4
uv3l2 2,256 0,13 17,35
Uv312 + pir 1,8 0,245 7,35
Células 14/01

U/pogo Proteinas, mg/ml U/mg de proteina
Controlo 4,48 0,444 1,08
Uv3l2 1,02 0,189 5,4
Uv31lz + pir. 0,92 0,333 2,76
Média
Controlo 6,81
UVs1s 16,6
UV31z 6,4

Efeito ex vivo da pirenoxina sobre cdérneas de coelhos
submetidas in vitro a acgdo de ROS

Utilizando o mesmo sistema de Fe(III)-acido ascdrbico
para induzir a peroxidagaoc lipidica gque no primeiro teste

descrito, a acgao protectora da pirenoxina foli avaliada
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ex vivo de acordo com o seguinte procedimento experimental: a)
0 olho direito do mesmo tipo de coelhos que se utilizou no
teste anterior foi tratado topicamente de hora a hora durante
8§ horas e ao longo de 2 dias com 2 gotas de pirencxina a
0,005% em NaCl 0,145 M (1 gota = 30 pl, correspondendo a cerca
de 1,5 ng), enquanto o olho esquerdo foil tratado apenas com
gotas de soluc¢éo salina (60 upl); b) no terceiro dia, o coelho
foi sacrificado por injecgdo com pentobarbital (100 mg/kg de
peso corporal); c¢) as cdédrneas, abstraidas (115-120 mg), foram
retiradas e incubadas em tampao de fosfato 100 uM, pH 7,5, na
presenga de 1000 U de colagenase e CaCl; 5 puM durante 20 horas
a 37°C; depois: (d) centrifugacdo a 3500 rpm a 0°C durante
10 minutos e lavagem do sedimento com tampdo de fosfato;
(e) homogeneizacdo de sedimento celular em 1 ml de tampao de
PH 7,5; (f) extracgdo com mistura cloroférmio/metanol e
determinagcao espectrofotométrica dos dienos conjugados. OGs
resultados experimentais estdo apresentados na figura 3 e na

tabela 3 adiante:

Tabela 3
(dienos conjugados
(mmol/hemi-cdérnea))
instilacado dos olhos com sclugao salina 1,85 = 0,31
Instilag¢do dos olhos com pirenoxina 1,34 £ 0,2

Cada valor =+ SEM representa a média de pelo menos 3 (x2)
determinacdes;
"1 p<0,05

Os valores apresentados na tabela 3 indicam cque a
pirenoxina, administrada topicamente nos olhos do coelho,
atinge na cdérnea uma concentracao tal que contraria in vitro a
accao de peroxidacao lipidica das ROS; de facto a formacao de
dienos conjugados nas corneas dos olhos (direiteos) submetidas
a 1instilacdo com pirenoxina a 0,005% foi inferior a presente

nos olhos (esquerdos) tratados apenas com solugdoc salina.
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Efeito in vivo da pirenoxina sobre cérneas de coelho

submetidas a injeccdo intra-estroma de ferritina irradiada
com UV

O efeito in vivo da pirenoxina fol avaliado de acordo com
0 seguinte:

(a) os coelhos foram anestesiados com doses baixas de
pentobarbital (20 mg/kg); (b) injectaram-se 25 pl de ferritina
50 pM em NaCl 0,15 M no estroma da cdérnea através de uma
seringa de insulina de 0,33 x 13 mm/29G enquanto os controlos
foram tratados com 25 nl de solugao fisiocldégica;
(c) instilaram-se o0s olhos de hora a hora com duas gotas
(1 gota = 30 pul) de pirenoxina a 0,005% em NaCl 0,145 M,
§ vezes por dia, durante 4 dias, enquanto os controlos foram
tratados apenas com o solvente, na mesma quantidade e com a
mesma frequéncia; (d) no 5° dia sacrificaram-se os animais
utilizando uma sobredosagem de pentobarbital (100 mg/kq);
(e) as corneas foram abstraidas e as células do tecido foram
separadas e recolhidas de acordo com o procedimento descrito
na experiéncia ex vivo; (f) determinaram-se os dienos
conjugados e o lipido soluvel fluorescente contidos em
aliquotas de homogenato adeguadas.

Os resultados obtidos, apresentados na tabela 4,
salientam uma reducdo da peroxidacac lipidica nas cdrneas de
olhos tratados com pirencxina, como indicado pela diminuicao

de dienos conjugados e substéncias lipossoluveis
fluorescentes.
Tabela 4
Olhos com injecgao intra-estroma de Dieno conjugado Unidades de
ferritina Nmol/hemi- Fluorescéncia
cérnea /hemi-cérnea
Olhos com instilagdo «com solugdo 1,6 4,5

salina (sem ferritina: valor basal)

Olhos com instilagdo com solugdo 2,1 11,5
salina (controlo)

Olhos com instilacdo com pirencoxina 1,7 4,4
a 0,005%
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Formacdo in vivo de dieno conjugado e substéncia
lipossoluvel fluorescente nas coérneas 5 dias apds os clhos de
coelho serem submetidos a injecgdo intra-estroma de ferritina
irradiada com UV e instilagao tépica de solugao de pirenoxina
(2 gotas de hora a hora durante 8 h ac longo 4 dias)

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Utilizacgdo de &acido 1-hidroxi-5-oxo-5H-pirido-I[3,2-al-
fenoxazino-3-carboxilico (pirenoxina) ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, para a produgdo de um farmaco
oftdlmico tdépico para a protecgdo do tecido corneal em
intervengdes de fotoqueratectomia.

2. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 1 em gque o
referido farmaco ¢ adequado como inibidor da acg¢do de ROS
(espécies de oxigénio reactivas) ao nivel de tecidos corneais.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2 em gue 0
referido fdrmaco ¢ adequado como i1nibidor da peroxidacdo
lipidica ac nivel dos tecidos corneais.

4, Utilizagao de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1-3 em que as referidas intervencdes de
fotoqueratectomia sao intervencdes de fotoablacdo corneal
utilizando laser de excimero.

5. Utilizacao de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbdes 1-4, em que o referido farmacc contém de
0,0001% a 0,01% em peso de pirenoxina, expressa como Aacido

livre.

6. Utilizacao de acordo com a reivindicacao 5, em que o
referido farmaco contém de 0,001% a 0,005% em peso de
pirenoxina, expressa como acido livre.

7. Utilizacao de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1-6, em que a referida pirenoxina estd na forma
do correspondente sal de sdédio.

8. Utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1-7, em que o referido férmaco oftdlmico tdpico
estd na forma de solugdo ou suspensdo aguosa para colirio, ou
na forma de emulsao, pomada, gel ou creme.

9. Utilizagdo de acordo com a reivindicag¢do 8, em que a
referida solugcdc aquosa € obtida por reconstituicdo de uma
preparacdo de dois componentes em que um primeiro componente
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compreende pirenoxina criodessecada, na forma do sal de sdédio,
juntamente com um transportador aceitdvel para o olho, e ©
segundc componente compreende um transportador ou diluente
aquoso aceitével para o olho,

Lisboa,
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