MEMéRIA DESCRITIVA

DA
PATENTE DE INVENGXO
No 94 848

NOME: IdB HOLDING SpA

EPiGRAFE: "Processo de producao de preparacoes farmacéu-

ticas topicas 3 base de antocianidinas"

INVENTORES: Maria Jose Magistretti, Marisa Conti e Giorgio
Pifferi

Reivindicagdo do direito de prioridade (ao abrigo do artigo
49 da Convengio de Paris de 20 de Mar¢o de 1883):

Reino Unido em 28 de Julho de 1989 sob o n® 8917323.1




-y

71 234

Ref: SDR/gv/15735

PATENTE NQ 94 848

"Processo de produgdo de preparagoes farmacéuti-

cas tOpicas a base de antocianidinas"
para que

IdB HOLDING SpA, pretende obter privilégio de
invencao em Portugal.

RESUMDO

O presente invento refere-se ao processo de produgao de uma
preparagao farmacéutica tdpica, adaptada para administracao local
ao olho de um sujeito, para reduzir a hiperpermeabilidade dos va-

sos oculares do corpo ciliar caracterizado por compreender a mistu-
ra de uma antocianidina de formula (I) ou (II)

na qual (I} cada R représenta hidrogénio, ou

(IT) cada R representa hidroxi, e
X representa um equivalente de um anido farmaceuticamente aceita-
vel, com um diluente oftalmologicamente aceitavel.
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MEMORIA DESCRITIVA

Este invento refere-se a processos e a composigoes farmacéu-
ticas para o tratamento de doencas oftalmoldgicas e especificamen
te ao uso de antocianidinas seleccionadas, para produzir um efei-
to farmacoldgico oftalmoldgico especifico.

As antocianidinas sao conhecidas como tendo propriedades far
macoldgicas de valor no tratamento de doencas vasculares periféri
cas. Assim as Patentes Britdnicas N9s 1 589 294 e 1 595 531, des-
crevem e reivindicam antocianidinas possuindo actividade cicatri-
zante, regeneradora do epitélio, anti-inflamatdria, vaso-protecto
ra, hipolipémica, hipocolesterolémica e hipoglicémica. Devido &
sua baixa toxicidade, estes compostos sdo particularmente Gteis
para o tratamento prolongado de doentes com circulagao periférica

deficiente.

Os glicdsidos das antocianidinas (anto-ciandsidos), que exis
tem como misturas em extractos de certos frutos, foram descritos
como tendo actividade na melhoria da fungdo visual, particularmen
te da visao nocturna (Patente Francesa NQ 1369 M, de 25 de Junho
de 1962, Chibret). Estes compostos aceleram, aparentemente, a rege
neracao da rodopsina facilitando, assim, a adaptagado a escuridao.

Verificou-se agora que duas das antocianidinas descritas na
GB 1 589 294, nomeadamente a pelargonidina e a delfidina, possuem
uma nova e inesperada actividade no campo da oftalmologia, especi
ficamente por serem activos na reducao da permeabilidade dos va-
sos do corpo ciliar,

Estes vasos sanguineos diferem na sua estrutura anatomica,
dos outros vasos sanguineos oculares e dos vasos sanguineos da
circulacdo geral, e est3o envolvidos na regulagdo da pressao en-
do-ocular e da barreira sangue-agua, e na producao de humor aquo-

sO.

Esta actividade de reducao da permeabilidade de vasos do cor
po ciliar recentemente descoberta ndo poderia ser prevista a par-
tir das propriedades conhecidas das antocianinas e dos antociand-

sidos.
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A estrutura da pelargonidina e da delfidina & seguinte:

R
+
HO Q
AN OH
Z ox R
Qu X~

na gual na pelargonidina (Composto I), cada R representa hidrogé-
nio
na delfinidina (Composto 1II), cada R representa hidroxi, e

X @& um anido farmaceuticamente aceitivel, p.e. Cl .

A nova actividade oftalmolbgica destes compostos foi estabe-

lecida através de diversas experiéncias in vivo em modelos animais.

Assim, de acordo com um aspecto do presente invento, propor-
ciona-se um processo para reduzir a hiperpermeabilidade dos vasos
do corpo ciliar ocular num individuo, o qual compreende adminis-

trar a um individuo uma dose eficaz de uma antocianidina de formu-

1
a R

H -+
0 O\\ QH

/
OH R

10): 1 X~

na qual (I) cada R representa hidrog&nio, ou
(IT) cada R representa hidroxi, e

X & um anido farmaceuticamente aceitdvel, p.e. Cl .

0 processo do invento tem particular utilidade na redugao da
hiperpermeabilidade dos vasos do corpo ciliar ocular induzida por

lesao ou por agentes nocivos.

O invento proporciona ainda o uso de uma antocianidina de £ox
mula (I) e (II) acima, na manufactura de composicoes farmacéuticas

para efectuar os processos de tratamento referidos.
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Podem~se usar diversas vias de administracao para efectuar o
processo do invento. Por exemplo, as antocianidinas podem ser ad-
ministradas oralmente ou podem ser administradas localmente no
olho.

Os efeitos farmacoldgicos especificos obtidos de acordo com

o invento, serao agora descritos mais detalhadamente.

A, EFEITO SOBRE A PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATO-OFTALMICA

Mediu-se o efeito sobre a permeabilidade da barreira hemato-
~oftidlmica induzindo um aumento na permeabilidade dos vasos do cor
po ciliar, quer por paracentese, quer por instilacdo de hidrdxido
de s6dio no saco conjuntival. Mediu-se entdo a redugdo na permea-

bilidade induzida pela administracao oral dos produtos a testar.

1. Método de Paracentese

(i) Administracdo Aguda

A experiéncia foi efectuada em 80 coelhos albinos da Nova Ze-
ladndia, com um peso corporal médio de 2,8 kg, divididos em oito

grupos de dez animais.,

A permeabilidade dos vasos foi medida pelo processo de colo-
ragdo: injectou-se 1 ml de azul de Evans, a uma concentracdo de
0,5% na veia marginal do ouvido.

Apds 10 minutos, o olho esquerdo foi submetido a paracentese
e 12 minutos depois colheu-se uma amostra de humor aquoso. A gquan-—
tidade de azul de Evans na amostra de humor aquoso foi usada para
avaliar a permeabilidade da barreia hemato-oftilmica. Imediatamente
depois, os compostos I e ITI foram administrados em doses de 100 ou
200 mg/kg através de sonda gastrica.

Duas ou quatro horas apds a administragdo, efectuou-se paracen
tese no olho direito, e 12 minutos depois colheu-se uma amostra de

humor aquoso.

A guantidade de azul de Evans no humor aquoso foi avaliada

por espectrofotometria, dando uma leitura a 623 nm.

(ii) Administracao Repetida

A experiéncia foi efectuada em 20 coelhos da Nova Zeldndia,
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com um peso corporal médio de 2,5 kg, usando a mesma técnica expe-

rimental que para a administracao aguda.

As substdncias foram administradas em doses de 100 mg/kg per
os/dia durante 7 dias, e o efeito sobre a permeabilidade da barrei

ra foi medido no oitavo dia, 24 horas apds a Ultima administracao.

O Quadro 1 d3 os resultados obtidos com os compostos I e II,
administrados numa sO dose de 100 ou 200 mg/kg. A quantidade de co
rante vindo dos vasos do corpo ciliar, duas ou quatro horas apds a
administragao, estava reduzida de uma forma estatisticamente signi
ficante. Quando as substancias foram administradas repetidamente,
a sua eficacia aumentou. A inibicdo da quantidade de corante emer
gente, subiu 15% a 21-22%, e era ainda estatisticamente signifi-

cante 24 horas apds a tltima administracao.
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2. Método do Hidroxido de Sddio

A experiéncia foi efectuada em 50 coelhos da Nova Zeldndia,
com um peso corporal médio de 2,2 kg. A substidncia foi administra
da uma vez por dia, durante 7 dias, em doses de 50 ou 100 mg/kg.
Um grupo de controlo foi tratado com agua da torneira.

Trinta minutos apds a Gltima administracdo, administrou-se
1 ml de uma solugao a 0,5% de Azul de Evans na veia marginal do
ouvido. 30 minutos depois, produziu—sezinflamagao no tecido ocular,
instilando duas gotas de hidro6xido de sodio 0,25 N no saco conjun-—
tival. Duas horas depois o animal foi anestesiado, e colheu-se
uma amostra de humor aquoso, de forma a medir a proporgao de coran
te,

Como se mostra no Quadro 2, ambos os compostos II e I induzi-
ram uma reducao dependente da dose, sobre a permeabilidade dos va-
sos do corpo ciliar provocada pelo agente irritante. A redugdo,
apds a administracao de 100 mg/kg, era estatisticamente significan

te, em comparagdo com os controlos.

QUADRO 2

Efeitos dos compostos I e II sobre a permeabilidade da barreira
 hemato-oftalmica induzida por NaOH no coelho

Dose Azul de Evans Variacao de
NQ de mg/kg/dia ag/ml Percentagem
Substancia  Animais per os mid.p.
Controlos 10 - 5,9%0,6
Composto IT 10 50 5,1%q,7 -14
10 100 3,2%0,4" 45
Composto T 10 50 5,8%0,8 -2
*
10 100 3,5%0,6 -40

*p £ 0,05 de acordo com o teste "t" de Student
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3. Método da Lente Corneana

A experiéncia foi efectuada em 40 coelhos da Nova Zelandia,
com um peso corporal médio de 2,5 kg, divididos em quatro grupos

de 10 animais.

Mediu-se a permeabilidade dos vasos pelo método de coloragao:
injectou-se 1 ml de Azul de Evans, numa concentracao de 0,5%, na
veia marginal do ouvido. Apds 10 minutos, aplicou-se uma lente cor
neana mole, embebida numa solucdo a 2% de hidrocloreto de histami-
na no olho esquerdo, durante 30 minutos.

0 olho esquerdo foi submetido a paracentese e retirou-se uma
amostra de humor agquoso.

Imediatamente depois, as substdncias foram administradas por
alimentacado forcada a dose de 10 mg/kg. Duas ou quatro horas apos
a administragdo, aplicou-se uma lente embebida em histamina, como
acima descrito, durante 30 minutos no olho direito. Efectuou-se

paracentese e retirou-se o humor aquoso.

A quantidade de Azul de Evans no humor aquoso foi avaliada
como descrito em 1(i).

Como se mostra no Quadro 3, ambos os compostos T e II reduzi
ram a permeabilidade dos vasos do corpo ciliar, provocada pela
histamina. Os efeitos apds 2 e 4 horas foram estatisticamente si-

gnificantes em comparagao com valores basais.
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QUADRO 3

Efeito sobre a permeabilidade da barreira hemato-oftdlmica

induzida pela histamina

Azul de Evans Oxyhﬂ de humor aquoso)

Substancia dose NQ de mEdp
mg/kg. per os Animais Tempo 0 2 horas 4 horas
Composto TI 100 10 110,9%32,7 82,0%7,0%%%*
(~25,3) o x
100 10 100,6%38,9 68,8%8,7
(-31,7)
+ + * %
Composto T 100 10 106,4%29,5 86,2%6,1
(-19,0) % % %
100 10 108,2%t16,4 75,9%10,3
(-29,9)

*%% P «0,001
** P<K0,01 "t" de Student Para pares de dados
Entre parentesis as varlagoes de percentagem em relagao ao tempo 0.

B. TOXICIDADE AGUDA

Esta foi testada em ratinhos e ratazanas apds administracao
por sonda gastrica. Doses até 6 g/kg dos compostos I e II nao pro
vocaram sintomas tOxicos ou morte. A LD50 deve ser, portanto, su
perior a 6 g/kg.

C. TOLERANCTA OCULAR

A tolerdncia ocular dos compostos I e II foi medida em coe-
lhos da Nova Zeldndia no segmento anterior (conjuntiva, cbrnea,
. . . . ] .
iris e cristalino) e no segmento posterior (humor vitreo e retina)

apds administragao oral, aplicagdo local e injecgdo intra-ocular.

1. Administracdo oral

Ambos os produtos foram administrados por sondas gastricas,
quer numa sO dose de 200 mg/kg quer em doses repetidas de 100 mg/kg
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durante 7 dias. Fizeram-se vigildnciasantese 1, 2 e 4 horas apds a
administracdo aguda, no terceiro e sétimo dias, apds a administra

cd3o repetida e 5 dias apds a suspensao do tratamento.

2. Aplicagao local

As substdncia foram instiladas no saco conjuntival numa quan
tidade de 0,5 ml por dia, em suspensoes aquosas a 1%, durante 30

dias.

3. Injeccao intra-ocular

As substdncias foram injectadas, sob anestesia, na cémara an
terior a uma concentracao de 0,1%, apds evacuacdo da camara. As
estruturas oculares foram examinadas por uma lampada de fenda 1,

24 e 48 horas apds a injecgao.

A administracao oral, Gnica ou repetida, dos compostos I e II
nao induziu modificagSes na conjuntiva, cornea, iris, cristalino,

humor vitreo ou retina.

A aplicagdo local foi também perfeitamente tolerada.

Apds injecgdo intracamara =~ observou-se uma coloragdo azul
das estruturas intracémaras,, juntamente com hiperémia da con-

juntiva, e uma reaccao inflamatdria a qual, na maior parte dos ca-

sos, desapareceu em 48 horas.

A intensidade das reacgoes foi semelhante para ambos os pro-

dutos.

Com base nos resultados dos testes para a actividade farmaco
1l6gica e clinica, os compostos I e IT podem ser usados no tratamen
to de situacles de aumento da permeabilidade capilar apds um esti-
mulo nocivo, resultando na abertura de jungSes intercelulares, que
bra da barreira aquosa sanguinea e extravazamento de proteinas

séricas para a c8mara anterior.

Tais situagdes de fragilidade capilar sdo complicagoes frequen
tes da diabetes. Portanto, uma acgdo directa dos compostos I e II
sobre a permeabilidade dos vasos, pode melhorar as afecgoes oftal-
moldgicas nos doentes diabéticos.

Podem-se usar diversas vias de administragao para efectuar o
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processo do invento. Por exemplo, as antocianidinas podem ser admi

nistradas oralmente ou podem ser administradas localmente no olho.

Os produtos, de acordo com o processo do invento,

usados em formas farmacéuticas orais, tais como comprimidos, cépsg

las e saquetas de granulado.

Os exemplos seguintes ilustram o invento, sem serem limitati-

VOS.

EXEMPLO 1 (Composto I, 100 mg, capsulas)

Cada capsula, tamanho 2, contém:

Composto I 100
Lactose 138
Metilcelulose 4
Carboximetilcelulose de sddio 4
Estearato de Magnésio 2
Talco 2
EXEMPLO 2 (Composto II, 300 mg, capsulas)

Cada capsula, tamanho 1, contém:

Composto II 300
Metilcelulose 6
Carboximetilcelulose de sddio 6
Talco 3
Estearato de magnésio 3
EXEMPLO 3 (Composto II, 100 mg, comprimidos)

Cada comprimido de 160 mg contém:

Composto II 100
Metilcelulose 2
Carboximetilcelulose de sddio 10
Celulose microgranular 30
Lactose , 12
Talco 3

Estearato de Magnésio

podem ser

mg
mg
mg
mg
mg
mg

mg
mg
mg
mg
mg

mg
mg
ng
mg
mg
mg

3 mg
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EXEMPLO 4 (Composto I, 300.mg, comprimidos)

Cada comprimido de 500 mg contém:

Composto I 300 mg
Metilcelulose 6 mg
Celulose Microgranular 100 mg
Lactose 70 mg
Carboximetilcelulose de sddio 18 mg
Estearato de magnésio 3 mg
Talco 3 mg
EXEMPLO 5 (Composto I, 100 mg, saquetas de granulado)

Cada saqueta de 1 g contém:

Composto I 100 mg
Manitol 400 mg
Glicirrizinato de amdnio 10 mg
P66 aromatizante 10 mg
Metilcelulose 5 mg
Lactose 475 mg
EXEMPLO 6 (Composto II, 300 mg, saquetas de granulado)

Cada saqueta de 1 g contém:

Composto II 300 mg
Manitol , 300 mg
Glicirrizinato de amdnio 10 mg
PS aromatizante 10 mg
Metilcelulose 5 mg

Lactose 375 mg
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EXEMPLO 7 (Composto II, 100 mg de colirio liofilizado)
Cada ampola de "liofilizado" contém
Composto IT 100 mg

Manitol 300 mg

Cada 3ampola de "Solvente" contém

Hidroxipropilmetilcelulose 40 mg
Cloreto de benzalconio 1 mg
Fosfato monobisico de sodio 82,8 mg
Fosfato dibasico de sddio 23,9 mg

Agua para injeccgado g.b. para 10 ml
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REIVINDICACOES

1 - Processo de produgdo de uma preparacao farmacéutica topi

ca, adaptada para administracgao local ao olho de um sujeito, para
reduzir a hiperpermeabilidade dos wvasos oculares do corpo ciliar,

caracterizado por compreender a mistura de uma antocianidina de
formula (I) ou (II)

na qual (I) cada R representa hidrogénio, ou
(II) cada R representa hidroxi, e
X representa um equivalente de um aniao farmaceuticamente acei-
tavel, com um diluente oftalmologicamente aceitd@vel, estando a
referida antocianidina presente com uma concentragao de, pelo me
nos, 0,1 %.
2 - Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

por a composicao estar na forma de gotas,de unguento ou de coli-
rio oftalmicos.
Lisboa, 2% JU. 1939

Por IdB HOLDING SpA
~ O AGENTE OFICIAL -~
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