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DESCRICAO

“Utilizacdo de factor de crescimento de nervos para a armazenagem, cultura ou
tratamento da coérnea”

A presente invencdo refere-se a utilizagdo de factor de crescimento de
nervos para a armazenagem de cérneas em cultura, 4 producdo in vitro de
tecidos corneanos e conjuntivos e ao tratamento de doencgas da conjuntiva e da
cérnea. Mais particularmente, a invengéo refere-se a utilizagéo da neurotrofina
denominada factor de crescimento de nervos (NGF) - conhecida pela sua
capacidade de influenciar o desenvolvimento, a regeneracdo e a manutencéao
das funcdes biolégicas dos neurénios — para o tratamento de tecidos corneanos
e conjuntivos, tanto para manter adequadamente a sua funcionalidade /n vitro

como para a terapia de patologias da superficie ocular.

Como se conhece, o enxerto de cérnea representa a Unica abordagem
terapéutica a doengas corneanas distréficas, inflamatdrias ou degenerativas no
caso de as referidas doencas terem comprometido irreversivelmente a
transparéncia ou a estrutura normal da cérnea. Uma vez isoladas de cadaveres,
as corneas sdo "armazenadas" até ao momento em que séo transplantadas, por
meio de métodos de armazenagem que empregam liquidos derivados de meios
de cultura de células. De acordo com um dos métodos mais comuns,
denominado "armazenagem de prazo curto/intermédio”, a cornea é mantida a
4°C em meios de cultura tais como o meio de McCarey-Kaufman (MK), ou em
diferentes liquidos comerciais (entre os quais Optisol-GS®), durante um periodo
méaximo de 7 dias. E possivel uma armazenagem durante um periodo mais longo
com um método igualmente comum, referido como "cultura de 6rgdos”. Este
método baseia-se em técnicas semelhantes a cultura de células, e permite
armazenar as corneas explantadas, a temperaturas compreendidas entre 30 e

36°C, durante mais do que um més.

Nenhum dos métodos anteriores produz um melhoramento das
caracteristicas bioldgicas dos tecidos corneanos com a armazenagem, sendo o
melhor resultado conseguido manter inalterada a qualidade dos referidos tecidos
durante a armazenagem. Isto opera cooperativamente tornando o evento ainda

mais critico na, ja de si dificil, situacdo no campo do enxerto de coérnea.
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Actualmente, mais do que metade das cérneas sdo rejeitadas ap6s o explante,

uma vez que 0 exame microscopico as mostra inadequadas para o transplante.

Outro problema principal é representado pela necessidade de ter
disponiveis populagées de células corneanas Gnicas, tais como células
endoteliais, células epiteliais e queratdcitos, de modo a ser possivel utiliza-las
para transplante. Em situacées particulares que envolvem a destruicdo da
superficie ocular devido a gueimaduras fisicas ou quimicas, ou resultante de
doencas auto-imunes sinequiantes (tais como penfigoide cicatricial, sindroma de
Stevens-Johnson, etc.) ou de patologias po6s-infecciosas, tem uma importéncia
critica ter disponiveis células epiteliais corneanas (incluindo mastoécitos) para
transplantar no lugar da superficie ocular danificada, e/ou ter disponivel tecido
conjuntivo epitelial para utilizacdo na substituicdo da superficie sinequiada e

retraida.

Considerando as situacdes patoldgicas que podem afectar a unidade
morfolégica e funcional que consiste na cérnea (i.e., epitélio, queratécitos
estromais e endotélio) e na conjuntiva, nota-se que existe uma vasta variedade
de desordens que afectam esta regido e que tém, até a data, uma dificil
abordagem terapéutica, ou sdo totalmente 6rfdos em termos de validade de
tratamento. Estas patologias ou situagdes que podem interferir com a normal
integridade da superficie incluem todos os prejuizos das fungbes do filme
lacrimal, afeccdes corneanas e/ou conjuntivas, congénitas ou adquiridas, tais
como: queratite e/ou conjuntivite neurotréfica e neuroparalitica; queratite e/ou
conjuntivite pds-traumatica, pés-infecciosa ou pos-cirirgica; queratite e/ou
conjuntivite devidas a tratamento com laser, a gueimaduras quimi}ca;s:, fisicas ou
por metais; queratite auto-imune, distréfica, degenerativa, pds-inflamatdria.
Estas doencas aparecem com alteracdes do epitélio corneano (espontaneamente
"nhas formas neuroparaliticas primarias ou numa base fisica,: infecciosa, imunitaria
ou toéxica nas formas secundarias) que podem terminar numa Ulcera,
conduzindo na maioria dos casos a perfuracdo corneana, quer espontaneamente
quer apds micro-traumatismos ou super-infeccdes. O quadro clinico desta
doenca é caracterizado por uma lenta e dificil recuperacdo, por super-infeccoes
e pela frequente falha de qualquer terapia. O resultado final & frequentemente a

opacificacdo da cdérnea, ou a sua perfuracao espontéanea.
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As doencas anteriores s3o genericamente tratadas com recurso a
ligaduras e & utilizacdo de substancias lubrificantes e antibidticos, tendo em
vista evitar as complicagdes. A cobcrtura conjuntiva é necessaria quando a
perfuracdo esta eminente ou j& ocorreu, e tem como unica finalidade preservar a
integridade anatémica do globo ocular, enquanto a fungéo visual é sacrificada.
O enxerto corneano, por queratoplastia, tanto lamelar como perfurante, €
absolutamente contra-indicado em face da frequente ocorréncia de recidivas
mesmo no enxerto transplantado, e em face do risco de super-infecgdes. Com
base em estudos in vitro foi também proposto o tratamento médico tépico com
preparacoes contendo fibronectina, plasmina, inibidores de colagenase, EGF
(i.e., factor de crescimento epidérmico), auto-soro. Nenhuma destas drogas se
mostrou resolutiva, ou capaz de bloquear ou reduzir a lesdo corneana, ou de
modificar o resultado final da patologia.

Em particular, obtiveram-se resultados bastante bons no tratamento de
queimaduras corneanas com o transplante de conjuntiva marginal recolhida do
olho contra-lateral. Quando a afeccdo é bilateral, pode-se recorrer a doacdo de
conjuntiva por parentes proximos ou, quando isto ndo é possivel, a excisédo a
partir de cadaveres. Contudo, este método néo € resolutivo na totalidade dos
casos. No caso do autoenxerto, podem ocorrer recidivas da doenca apés anos,
enquanto que no caso de homenxertos ¢é frequente a rejeicdo, e é
absolutamente necessaria uma terapia imunossupressora, com  as

consequéncias bem conhecidas devidas aos efeitos secundarios.

Outro tipo de doencas corneano-conjunctivas cujo tratamento origina
frequentemente resultados insatisfatérios séo as infeccbes herpéticas. Apés a
resolucdo de uma primeira ocorréncia patologica, as infeccdes herpéticas
frequentemente  originam . recidivas, cuja prevengcao e tratamento

frequentemente ndo sdo bem sucedidos.

Também as doencas que afectam o endotélio corneano, tais como, e.g.,
descompensacio primaria e secundaria e endotelite, caracterizadas por uma
perda no nimero e/ou na func@o de células endoteliais, representa um grupo de

afecgdes a que presentemente falta um tratamento eficaz.

Portanto, é um objectivo principal da presente invenc@o proporcionar uma
solucdo para os problemas atras referidos - problemas estes que estao todos

4
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relacionados com a fisiopatologia da unidade morfoldgica e funcional corneana e
conjuntiva — por meio da utilizagdo de um agente terapéutico que permite

manter e restabelccer a actividade biolégica correcta dos referidos tecidos.

A molécula conhecida como o factor de crescimento de nervos (NGF) é o
primeiro componente de uma familia complexa de neurotrofinas, e é bem
conhecida quanto & sua accdo tréfica, trépica e de diferenciacdo sobre os
neurénios colinérgicos do sistema nervoso central e sobre o sistema simpético
periférico. O NGF é produzido em varios tecidos em mamiferos, incluindo o
homem, e é libertado na corrente sanguinea em niveis mais elevados durante o
crescimento e a diferenciacdo do sistema nervoso. Estudos biolégicos,
bioquimicos e moleculares realizados in vitro com sistemas de células
evidenciaram uma homologia muito grande entre o NGF de murideo e o NGF
humano. No homem, tal como em outras espécies animais, o NGF esta
normalmente presente tanto no fluido cerebrospinal como na corrente sanguinea
em niveis de cerca de 10-50 pg/ml. As referidas concentragcdes aumentam em
algumas patologias inflamatérias (doencas auto-imunes, doengas alérgicas, etc.)
e diminuem em outras patologias (diabetes).

O NGF foi identificado em 1951 pela Prof®. Rita Levi-Montalcini, do
Zoology Institute of the Washington University of St. Louis (veja-se Levi
Montalcini R., Harvey Lect., 60:217, 1966) e representou um avanco
determinante no estudo dos mecanismos de crescimento e diferenciacdo da
célula nervosa, uma vez que é capaz de influenciar o desenvolvimento e a
manutencdo das funcdes biolégicas de neurénios e sua regeneracdo. Pela
descoberta desta molécula, por ter caracterizado o seu papel biolégico tanto no
sistema nervoso periférico como no sistema nervoso central, a Prof®. R. Levi-
Montalcini foi galardoada em 1986 com o prémio Nobel para a Medicina e

H

Fisiologia: oo

Vaérios estudos experimentais, tanto /in vitro como in vivo, demostraram a
importancia fisiopatolégica do NGF na prevencéo de lesdo neuronal de natureza
cirtrgica, quimica, mecéanica e isquémica, tornando-o assim o candidato ideal
para utilizacdo na terapia de varias doencas do sistema nervoso central e
periférico (Hefti F., J. Neurobiol., 25:1418, 1994; J. Fricker, Lancet, 349:480,
1997). De facto, foram j& iniciados ha alguns anos ensaios clinicos em

pacientes que sofrem de doenca de Parkinson e de doenca de Alzheimer. Os




87 277
EP 0 973 872 /PT

5

referidos ensaios sdo realizados por administracdo intracerebral de NGF de
murideo (veja-se, e.g., Olson L. et al., J. Neural Trans.: Parkinson's Disease and
Dementia Section, 4: 79, 1992). Os resultados dos referidos estudos
confirmaram as observacdes feitas em modelos animais e evidenciaram a
auséncia de muitos possiveis efeitos secundarios da administracdo de NGF de
murideo. Esta caracteristica foi mais recentemente confirmada em relacédo a
NGF humano recombinante (Petty B.G. et al., Annals of Neurology, 36:244-
246, 1994).

Logo desde a sua identificacdo, os estudos do NGF, ie. relativos a
caracterizacdo dos seus efeitos biolégico, bioquimico, molecular, pré-clinico e
clinico, tém sido realizados quase exclusivamente com NGF isolado das
glandulas submaxilares de roedores adultos; assim, a grande quantidade de
dados adquiridos até & data refere-se a NGF de murideo. As propriedades
bioquimicas deste Gltimo foram descritas, em particular, num trabalho que data
a 1968 (Levi Montalcini R. e Angeletti P.U., Physiological Reviews, 48:534,
1968).

O NGF contido nas glandulas salivares de ratinhos € um complexo
molecular de 140 quilodaltons, com coeficiente de sedimentacdo de 7S, que
consiste em trés subunidades, a, P e y, em que a segunda representa a forma
verdadeiramente activa. Esta subunidade, denominada BNGF, com coeficiente
de sedimentacdo de 2,5S, é normalmente extraida e purificada de acordo com
trées métodos que ndo sdo muito diferentes uns dos outros (Bocchini V.,
Angeletti P.U., Biochemistry, 64: 787-793, 1969; Varon S. et al.,, Methods in
Neurochemistry, 203-229, 1972; Mobley W.C. et al., Molecular Brain Research,
387: 53-62, 1986).

O BNGF obtido com estes métodos é:.por sua vez um dimero de cerca de
13 000 dalton, que consiste em duas cadeias idénticas de 118 aminoacidos.
Cada cadeia simples é estabilizada por trés pontes de dissulfureto, enquanto
ligacBes nio covalentes proporcionam a formacado da estrutura dimérica. Esta
molécula, sendo muito estavel, pode-se dissolver em quase todos os solventes,
tanto aquosos como oleosos, mantendo inalteradas as suas caracteristicas
biogquimicas e a sua actividade biolégica. Pode-se encontrar informacao
adicional sobre a estrutura e as propriedades fisicas e biolégicas da molécula
em Greene, L.A. e Shooter, E.M., Ann. Rev. Neurosci. 3:353, 1980.
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Recentemente, a estrutura do BNGF foi adicionalmente elucidada por
meio de uma andlise cristalogréafica. Esta Gltima detectou a presenca de trés
pares de cadeias antiparalelas, com uma estrutura sccundaria do tipo B, que
operam cooperativamente na formacdo de uma superficie planar ao longo da
qual as duas cadeias se associam para formar o dimero activo. Nas referidas
cadeias do PNGF houve evidéncia da presenca de quatro regides de voltas
contendo aminoacidos muito varidveis. A estes aminoacidos variaveis esta
ligada, muito provavelmente, a especificidade do reconhecimento pelo receptor.

O efeito biolégico do NGF é mediado por dois receptores presentes na
superficie das respectivas células alvo. Existem vérios anticorpos que inibem
selectivamente a accgdo bioldgica do NGF. A existéncia dos referidos anticorpos
permitiu, e permite, caracterizar com precisdo e modular a actividade do NGF,

tanto em sistemas celulares como in vivo.

Mais recentemente tornou-se possivel sintetizar NGF humano com
técnicas de engenharia genética (lwane, M. et al, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 171:116, 1990), e foram colocadas no mercado pequenas
quantidades de NGF humano. Contudo, a experimentacao directa mostrou que a
actividade biolégica do NGF humano é bastante baixa em comparacdo com a
actividade biolégica do NGF de murideo. Em adicéo, tem que se considerar que
quase todos os dados presentemente disponiveis sobre os efeitos no homem,
tanto /n vitro como in vivo, foram obtidos utilizando NGF de murideo, e que ndo
foram detectados efeitos adversos que possam estar ligados a origem muridea

do produto.

Estudos realizados a partir dos anos noventa em modelos animais
sugeriram um possivel envolvimento do NGF em patologias oculares. Contudo, -
estes estudos “referiam-se quase exclusivamente a utilizagdo de NGF em:
afeccdes retinais, 7.e. no tecido nervoso, enquanto nada estd presente na
literatura acerca de um efeito desta neurotrofina sobre a superficie ocular (i.e.,
coérnea e conjuntiva), nem existem quaisquer trabalhos cientificos que
proponham a utilizagdo do NGF para o tratamento de doencas que afectam a
cérnea efou a conjuntiva. Em particular, foram realizados alguns estudos em
animais com a finalidade de determinar o efeito da administragao topica de NGF
no tratamento de patologias retinais, por exemplo, no tratamento de isquemia
retinal aguda (Siliprandi R. et al., Inv. Ophthalmol. Vis. Sci., 34:3232, 1993),
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na transeccdo do nervo 6ptico (Carmignoto G. et al., J. Neurosci., 9:1263,
1989) e no tratamento de retinite pigmentosa (Lambiase A. e Aloe L., Grafe's
Arch. Clin. Exp. Ophthalmol., 234: $96-S100, 1996). Os resultados
demonstraram que a administracdo tépica de NGF pode evitar, ou pelo menos
retardar, a morte das células dos ganglios retinais e dos fotorreceptores durante
as patologias anteriores. Nenhum destes estudos evidenciou efeitos secundarios

em animais.

Por outro lado, com referéncia as doencas dos tecidos corneanos que séo
o objecto de interesse da presente invencéao, varios Autores consideraram que
para estas indicacdes era possivel empregar o factor de crescimento epidérmico
(EGF), partindo do pressuposto de que alteragdes do epitélio corneano
representam a chave patogénica para o desenvolvimento de outras afeccdes
corneanas, tais como Ulceras e queratites.

O EGF é um polipéptido de 53 aminoacidos identificado e caracterizado
no inicio dos anos sessenta (Cohen S., J. Biol. Chem., 237:1555-1662; 1962),
possuindo um peso molecular de cerca de 6 000 dalton. A referida molécula é
produzida pela glandula salivar do ratinho adulto, mas esta presente em
pequenas quantidades em muitos tecidos humanos. O EGF exerce uma accéao
tréfica, proliferativa e de diferenciacdo bem caracterizada sobre as células
epiteliais obtidas de varios tecidos animais e humanos, e a sua eficacia /in vitro
sobre culturas de células corneanas epiteliais, bem como a sua capacidade para
induzir a proliferacdo e a diferenciagéo destas células estdo descritos em alguns

trabalhos experimentais.

Contudo, os estudos clinicos de doencas corneanas que foram realizados
com base nos dados experimentais anteriores originaram resultados
contraditérios, e apresentaram, em geral, uma ineficacia substancial do EGF
neste tipo de doencas humanas (Kandrakis A.S. et al., Am. J. Ophthalmol.,
98:411,1984). A referida ineficacia pode ser atribuida, provavelmente, a uma
diferente expressdo do receptor de EGF J/n vitro e in vivo ou, mais
provavelmente, ao facto de alteracbes epiteliais em doencas corneanas apenas

representarem um epifendmeno da prépria doenca corneana.

Em EP-A-O 312 208 (Ethicon) revelam-se formulagdes em gel para
utilizacdo no tratamento de lesGes epiteliais e patologias epiteliais em geral,
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incluindo lesdes e patologias da superficie ocular. As referidas formulagoes
contém um ingrediente activo que pode ser seleccionado indiscriminadamente
de entre as varias moléculas cujo nome contenha a expressido "factor de
crescimento"”. Embora a descricdo se refira exclusivamente ao EGF como o
ingrediente activo preferido, e embora os dados de actividade (in vitro) e
exemplos de formulagdo, sejam dados apenas para o EGF, sé&o também
mencionados outros factores de crescimento, tais como o FGF (factor de
crescimento de fibroblastos), o PDGF (factor de crescimento derivado de
plaquetas), o TGF-a (factor de crescimento de transformagdo) ou o préprio
NGF. Os referidos factores de crescimento sdo aparentemente apresentados
como uma familia de moléculas possuindo as mesmas caracteristicas e a
mesma actividade biolégica que o EGF. Na realidade, no actual estado do
conhecimento, o perito estad a par de que os referidos factores de crescimento
tém diferentes alvos especificos e que frequentemente tém efeitos conflituosos,
e nao consideram os referidos factores de crescimento como biologicamente
equivalentes uns aos outros. Além do mais, no que diz respeito especificamente
ao campo oftalmolégico, o documento anterior descreve os referidos factores
de crescimento como exclusivamente activos no epitélio corneano, reduzindo
assim a indicacdo proposta para uma indicacdo como factores re-epitelizantes,

(Gteis, na préatica, apenas em afecgdes traumaticas.

Ao contrario, os estudos que conduziram a presente invencdo partiram do
conceito de cérnea como uma unidade morfolégica e funcional, em que as
camadas individuais (i.e. o epitélio, o estroma e o endotélio) todas
desempenham uma funcéo de igual importancia na conservacdo da integridade
dos tecidos e nos mecanismos de recuperacdo. Nesta perspectiva, um papel
chave é desempenhado pelo suporte tréfico oferecido pela enervagédo sensorial
corneana, cuja lesdo origina uma lesdo em toda a unidade morfologica e

funcional. 3

Tendo em conta o facto de que nao existia evidéncia na arte anterior de
um efeitoe do NGF (ie., um dos muitos mediadores libertados pelas
extremidades sensoriais em outras regibes do corpo) na superficie ocular, a
questdo foi inicialmente colocada como se uma tal neurotrofina podia
desempenhar uma accéo tréfico-reparadora no tecido corneano de derivacao
neuroectodérmica embriondria, uma vez que vérios alvos da referida
neurotrofina apresentam uma derivagdo embriogenética semelhante. Assim, a

2o
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cérnea e a conjuntiva foram analisadas quanto a presenca do NGF e do receptor
de alta afinidade do NGF (TrkA, tirosina-quinase A), utilizando um anticorpo
monoclonal (anticorpo-TrkA; Santa Cruz, EUA) com técnicas
imuno-histoquimicas (Bhattacharyya A. et al., J. Neurosci. 17:7007, 1997). De
facto, a presenca do receptor especifico € um requisito chave para a actividade

da molécula em examinacéo.

Verificou-se deste modo que todas as células corneanas (i.e., células
epiteliais, células endoteliais e queratdcitos) expressam TrkA e que, ao mesmo
tempo, a enervacdo somatosensorial corneana é capaz de libertar NGF. Esta
verificacdo permite colocar a hipétese de que, por um lado, o NGF,
provavelmente libertado pelas extremidades dos nervos, devera desempenhar
um papel fisiopatolégico em todos os mecanismos reparadores corneanos (tanto
a superficie como a um nivel mais profundo) e que, por outro lado, vérias
doencas da superficie corneana acompanhadas de leséo primaria a enervacao
(tais como queratite neurotréfica ou distréfica e recorréncias de infeccoes
herpéticas) ou de lesdo secundéria a enervacédo (tais como gueimaduras quimica
ou fisica e lesbes pés-infecciosa, auto-imune, pds-cirirgica, ou lesdes
resultantes de tratamento com /aser) deverdo admitir como um passo etiolégico
fundamental a falta de libertacao de NGF.

A mesma verificacdo permite também colocar a hipétese de que o NGF
seria essencial 3 manutencdo do tecido corneano completo em cultura, i.e. em
todas as condicdes em que a cdrnea, como um todo, entendida como uma
unidade morfolégica e funcional compreendendo o epitélio, o estroma e o
endotélio, ou algumas das suas células, estdo desprovidas do suporte trofico
proporcionado pela libertacdo do NGF pelas extremidades do nervo corneano.

- .- ' Em adicdo, como os efeitos que foram observados apds a administracao
de NGF exégeno ocorrem em concentracbes proximas do nivel fisiolégico,
pode-se colocar a hipétese de que um possivel mecanismo fisiopatogénico nas
afeccdes corneanas aqui consideradas consiste numa reducdo dos niveis locais
do NGF abaixo do limiar capaz de assegurar a integridade corneana e/ou

conjuntiva.

Em acordo, a presente invencdo proporciona especificamente, de acordo
com um seu primeiro aspecto, a utilizacao do factor de crescimento de nervos
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para a armazenagem de cérneas em cultura e para a armazenagem e a producéo
in vitro de tecidos corneanos e conjuntivos, e de populagées de células

corneanas ou conjuntivas individuais.

Preferivelmente, o NGF é adicionado a um meio de cuitura do tipo
adequado para a armazenagem de corneas, ou para a cultura in vitro de células
ou tecidos corneanos ou conjuntivos, em quantidades compreendidas entre
100 pg/ml e 200 ng/mi, opcionalmente em conjunto com outros nutrientes e
outros agentes biologicamente activos. O NGF a utilizar para esse objectivo
pode ser de origem muridea ou humana, incluindo NGF recombinante, e pode
ser utilizado na forma liofilizada, dissolvido em solucdo, num meio de cultura ou
em qualquer outro solvente disponivel, de modo a obter uma concentragéao final
compreendida na gama atras especificada.

Os métodos adequados para a extraccdo e purificacdo do NGF estéo
reportados na literatura atrds mencionada. Com a finalidade de experimentar a
presente invencdo, adoptou-se a técnica de Bocchini e Angeletti (atrads citada),
sendo a ultima sinteticamente apresentada adiante. As glandulas submaxilares
de ratinhos macho adultos sdo explantadas em condicGes estéreis e os tecidos
sdo homogeneizados, centrifugados e dialisados; depois a suspensdo é passada
através de colunas de celulose subsequentes, separando assim o NGF por
adsorcdo. O NGF é entdo eluido da coluna por meio de um tampédo contendo
cloreto de sédio 0,4 M. As amostras assim obtidas s&o analisadas por
espectrofotometria a um compriménto de onda de 280 nm para identificar as
fraccdes que contém NGF. Estas Ultimas s@o dialisadas, e o NGF assim obtido é
liofilizado sob condicdes estéreis e mantido no frigorifico a —20°C.

Numa avaliacdo dos efeitos de uma adicdo de NGF a varios meios de
cultura para cérneas explantadas (tanto & 4°C como a 30-36°C), obteve-se um
melhoramento geral das caracteristicas biolégicas do tecido corneano com
quantidades de NGF compreendidas entre 100 pg/ml e 200 ng/ml. A resposta
6ptima foi obtida com wuma concentracdo de cerca de 100 ng/mi.
Especificamente, ap6s 7 dias de cultura os melhoramentos obtidos foram um
aumento da densidade das células endoteliais {(aumento de 10 a 25%), uma
reducdo da mortalidade das células endoteliais {auséncia de células endoteliais
positivas ao azul de tripano), uma melhor morfologia endotelial (i.e.,
quantitativamente, um trofismo de 3/3 vs. um trofismo de 2/3 nos controlos
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sem adicdo de NGF), uma superior viabilidade dos queratécitos e uma
notavelmente melhor aparéncia do epitélio. Em adicdo, algumas cérneas que
antes de serem colocadas em cultura cram consideradas ndo adequadas para
transplante tornaram-se adequadas apds estarem em cultura durante 7 dias na

presenca de NGF.

Uma avaliacdo experimental semelhante dos efeitos do NGF como aditivo
no meio de cultura de células corneanas (i.e., células epiteliais, células
endoteliais e queratécitos) mostrou que a adicdo de NGF de murideo em
quantidades compreendidas entre 100 pg/ml e 200 ng/ml (com uma resposta
6ptima com uma concentracdo de cerca de 100 ng/ml) induz a proliferacdo e a
diferenciacdo das vérias populacdes de células, e, além disso, auxilia o
estabelecimento das referidas populacées de células em vérios tecidos de
suporte (tais como lamelas de estroma corneano, membrana amnidtica, etc.).
Adicionalmente, esta adicdo favorece a interaccdo entre os diferentes tipos de
células em culturas mistas de células. Assim, a invengcdo pode também ser
empregue para a cultura de linhas células corneanas mistas de modo a obter
uma coérnea artificial Gtil para transplante.

Também as culturas de células conjuntivas epiteliais apresentaram um
aumento de proliferacdo e diferenciacdo, bem como um aumento no numero de
células goblet, quando em cultura na presenca de NGF de murideo nas mesmas
concentracdes que se especificaram atrds. O enxerto de tecido epitelial
conjuntivo assim obtido é extremamente vantajoso para substituir a conjuntiva
de pacientes que sofrem de querato-conjuntivite seca (sindroma do olho seco),

tanto primaria como secundaria a outras patologias.

De acordo com outro aspecto da invencao, proporciona-se, portanto, um
meio de cultura para a armazenagem de coOrneas ou para a armazenagem..e-a
producdo in vitro de tecidos corneano e/ou conjuntivo, ou de populacdes de
células corneanas ou conjuntivas individuais, caracterizado por conter uma
quantidade eficaz de NGF, preferivelmente compreendida entre 100 pg/ml e
200 ng/ml, mais preferivelmente de cerca de 100 ng/ml.

Como atras estabelecido, de acordo com um aspecto adicional da

invencdo proporciona-se a utilizacdo do factor de crescimento de nervos no
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fabrico de um medicamento para a terapia e/ou a profilaxia de doencas

corneanas e/ou conjuntivas.

Especificamente, a invencdo ¢ Util para a producdo de produtos
medicamentosos adequados para o tratamento e/ou a profilaxia de doencas
corneanas e/ou conjuntivas, congénitas e/ou adquiridas, seleccionadas de entre
o grupo que consiste em: queratite e/ou conjuntivite neurotréfica e
neuroparalitica; queratite e/ou conjuntivite herpética; queratite e/ou conjuntivite
pés-traumatica, pos-infecciosa, pés-cirdrgica; queratite e/ou conjuntivite devidas
a deterioracdo das funcgdes do filme lacrimal, a queimaduras por tratamento com
laser, a queimaduras quimicas, fisicas ou por metais; queratite auto-imune,

distréfica, degenerativa e pés-inflamatéria.

Preferivelmente, um produto medicamentoso de acordo com a invencéo
adequado para administracdo tépica contém, sozinho ou em combinacéo com
um ou mais outros ingredientes activos, de 10 a 500 ng de NGF por mi, sendo
uma concentracdo 6ptima de cerca de 250 pg de NGF por ml. Um tal produto
pode estar na forma de uma solucéo oftalmica para gotas oculares, ou na forma
de um gel, um unguento, um creme ou um po, ou pode ser adicionado a uma

ligadura local ou a lentes de contacto medicamentosas.

De acordo com outra concretizacdo da invencao, o produto farmacéutico
para o fabrico do qual se propde o NGF € um medicamento indicado para a
terapia e/ou a profilaxia de patologias oftdlmicas endoteliais, primarias ou
secundérias. Para esta utilizacdo, as formulacdes preferidas contém (também
neste caso opcionalmente em combinacdo com outros ingredientes activos) de
1 a 250 pg de NGF por ml, e a administracdo € realizada por introdugé@o na
camara anterior do olho.

Estudos in vivo em animais relativamente ao tratamento de desordens do
endotélio corneano foram realizados por administracdao na cadmara anterior do
olho de solugdes aquosas contendo NGF em concentracdes compreendidas
entre 1 e 250 pg/ml. Em particular, em coelhos em que a lesdo endotelial tinha
sido introduzida por meio de uma crio-sonda obteve-se um restabelecimento
completo da densidade endotelial apés 15 dias de tratamento com NGF.
Demonstrou-se que a administracdo de NGF em patologias endoteliais tanto de
natureza distréfica como adquirida, ambas com perda do numero de células
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endoteliais e com perda da sua funcionalidade, restabelecia uma funcao

endotelial correcta.

Numa série de estudos no homem para determinar a eficiéncia do
tratamento com NGF no tratamento tépico de afeccdoes corneanas e/ou
conjuntivas, seleccionaram-se vérias patologias com base num envolvimento
priméario ou secundario do plexo do nervo somato-sensorial corneano. Utilizou-se
neste estudos NGF de murideo (2,5S), obtido com o método de purificacao
resumido atrds. O NGF foi topicamente administrado numa concentracdo de
cerca de 250 mg/ml, diluido em solugao salina equilibrada.

A tabela apresentada adiante resume os resultados obtidos num estudo
em 5 pacientes afectados por Ulcera corneana térpida devida a queratite
neurodistrofica (2 olhos), ou apds. queratoplastia {2 olhos) ou devido a
queimadura por alcali (2 olhos). O programa terapéutico consistiu na instilacdo
de uma-duas gotas da preparacdo da invencdo com uma frequéncia diaria
dividida como se segue: de 2 em 2 horas nos primeiros 2 dias, 6 vezes por dia
até ao 2° dia apds a re-epitelizacdo completa da cérnea e duas vezes por dia

nos 15 dias seguintes.

O tratamento tdpico com o NGF foi iniciado apés 15 dias de tratamento
com auto-soro, na auséncia de sinais de melhoria do quadro clinico. Todos os
pacientes tratados apresentaram claros sinais de recuperacdo em 2 semanas a
partir do inicio do tratamento com NGF, e nenhum deles evidenciou qualquer
ocorréncia de efeitos secundarios locais ou sistémicos durante o tratamento ou
no periodo que se seguiu. Uma vez suspensa, a terapia deve ser imediatamente
restabelecida no caso de surgirem os primeiros sinais ou sintomas de qualquer

recidiva da patologia epitelial.

Os 5 casos em questao sdo discutidos em detalhe adiante e os dados

principais estdo resumidos na tabela que se segue.

1° Caso - Um individuo do sexo feminino de 9 anos de idade, afectada
de anoftalmia congénita, apresentava no outro olho uma ulcera corneana ha
mais de 20 dias. A referida ulcera, tratada topicamente com antibidticos e
esterdides, ndo apresentou qualquer tendéncia para sarar. A Ulcera tinha cerca
de 7 mm de didametro e mais de 2/3 do estroma corneano em profundidade. O
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exame clinico mostrou anestesia corneana, com base na qual se diagnosticou
uma queratite neurotréfica. Apés 15 dias de tratamento com auto-soro, tendo -
se determinado um agravamento progressivo do quadro clinico, foi iniciado o

tratamento tépico com NGF.

Apés 4 dias a Ulcera corneana foi reduzida para cerca de 3,5 mm de
diametro, e ap6s 12 dias a cérnea sarou completamente e o tratamento com o
NGF foi interrompido. A paciente apresentava um leucoma central com alguns
neo-vasos e, embora reduzida, estava presente sensibilidade corneana,
enquanto esta estava completamente ausente antes do tratamento. Apds um
seguimento de 8 meses, a paciente apresentou 5/10 de acuidade visual e

estava ainda presente sensibilidade corneana.

2° Caso - Uma mulher de 26 anos de idade, afectada por sindactilia e
défice do VI par de nervos cranianos, apresentava hé cerca de 2 meses uma
dlcera corneana que progressivamente se tornou mais profunda até atingir uma
extensdo de 7 mm e uma profundidade até & membrana de Descemet. O exame

clinico mostrou uma completa anestesia corneana.

Apoés 2 semanas de terapia com o NGF estavam presentes sinais
aparentes de recuperagdo, com uma reducdo na profundidade da tlcera. Apds 6
semanas de terapia a cérnea estava completamente re-epitelizada, embora
deixasse um leucoma central com alguns neo-vasos. Em adicdo, foi recuperada

alguma sensibilidade corneana, embora reduzida.

39 Caso — Um homem de 25 anos de idade, gue tinha sofrido enucleagéo
do olho esquerdo apds o surgimento de uma Ulcera corneana apés uma
queratoplastia perfurante para um enxerto corneano, apresentava ha cerca de 1
més uma ulcera corneana no olho direito. A Ulcera corneana. tinha cerca de 5
mm de diametro e a sua profundidade era de 1/2 do estroma corneano. Estava

também presente anestesia corneana.

Apés 2 semanas de tratamento com NGF o processo de cura corneana
era evidente, com reducdo da extensdo e profundidade da dlcera. Apés 4
semanas de tratamento com NGF a Ulcera estava completamente sarada e foi
deixado um leucoma central com alguns neo-vasos. Estava ainda presente uma
marcada hipoestesia corneana.
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4° Caso - Um homem de 56 anos de idade apresentava uma Ulcera
corneana bilateral devida a uma queimadura com alcali. O olho direito, apés ter
sido submctido a cirurgia por queratoplastia perfurante, tinha sido enucleado
apés o surgimento de uma ulcera. O olho esquerdo, apds sofrer queratoplastia
lamelar, desenvolveu uma Ulcera térpida de cerca de 7 mm de didmetro, que

nao apresentou qualquer sinal de cura.

Apb6s 2 semanas de tratamento com NGF era evidente o inicio de um

processo de recuperacgédo, e o referido processo ficou completo apés 5 semanas.

5° Caso — Um homem de 56 anos de idade apresentava uma ulcera
corneana bilateral devida a uma queimadura com 4cido cloridrico. No olho
direito estava presente uma Ulcera de cerca de 4 mm de didmetro, enquanto no
otho esquerdo a Ulcera era maior {mais de 8 mm de didmetro) e mais profunda.

O paciente apresentava uma marcada hipoestesia corneana.

Apdés 2 semanas de tratamento com NGF o olho direito estava
completamente sarado, com um leucoma central residual, enquanto a ulcera no
olho esquerdo estava reduzida tanto em extensdo como em profundidade,
embora estivesse presente um pano de neo-vasos. Apds 3 semanas de
tratamento ambas as cdrneas estavam completamente re-epitelizadas, tinham
deixado um leucoma central e estava presente sensibilidade corneana, embora
reduzida. Apds um seguimento de 2 meses ambas as cérneas permaneciam re-
epitelizadas, e a acuidade visual do olho direito era de 3/10, enquanto a do olho
esquerdo era de 1/10. Em adi¢do, estava ainda presente sensibilidade corneana

em ambos os olhos.
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Os dados anteriores mostram claramente a eficacia da utilizacdo do NGF
ndo apenas para armazenar e para produzir in vitro, tecido corneano elou
conjuntivo, como um todo ou parcialmente, ou para armazenar e produzir in
vitro os tipos de células individuais nos quais consistem os referidos tecidos,
mas também para tratar e prevenir doencas humanas ou animais que afectam a
unidade corneana morfolégica e funcional ou a conjuntiva, doencas estas que

nio tém até hoje qualquer terapia eficaz.

A presente invencdo foi descrita com particular referéncia a suas
concretizacdes especificas, mas deve entender-se que podem ser feitas
modificacdes e alteracGes pelos peritos na arte sem afastamento ao ambito da

invencao tal como definido nas reivindicactes anexas.

Lisboa, PR H] R

Por ANABASIS s.r.l.
- O AGENTE OFICIAL -

ng.° ANTONIO JOAO
DA CUNHA FERREIRA
Ag. Of. Pr. Ind.
Rua das Flores, 74-4.°
1200-195 LISBOA
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo do factor de crescimento de nervos {(NGF) para a
armazenagem de cérneas em cultura e para a armazenagem € a producao in
vitro de tecidos corneanos e conjuntivos, e de populacdes de células corneanas

ou conjuntivas individuais.

2. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o NGF ¢é
adicionado a um meio de cultura para a armazenagem de cérneas, ou a um meio
de cultura para a armazenagem € a producdo de células ou tecidos corneanos
ou conjuntivos, numa concentracéo entre 100 pg/ml e 200 ng/ml.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que a referida

concentracdo é de cerca de 100 ng/ml.

4. Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores,
em que o referido meio de cultura contém também nutrientes e/ou agentes

biologicamente activos adicionais.

5. Utilizacdo do factor de crescimento de nervos {NGF) no fabrico de um
medicamento para a terapia e/ou a profilaxia de doencas corneanas e/ou

conjuntivas.

6. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 5, em que o referido
medicamento é indicado para o tratamento e/ou a profilaxia de doencas
corneanas e/ou conjuntivas, congénitas e/ou adquiridas, seleccionadas de entre
0 grupo 'que consiste em: queratite e/ou conjuntivite neurotréfica e
neuroparalitica; queratite e/ou conjuntivite herpética; queratite e/ou conjuntivite _
pos-traumatica, pos infecciosa, pos-cirdrgica; queratite e/ou conjuntivite devidas |
a deterioracdo das funcdes do filme lacrimal, a tratamento com /aser, a
queimaduras quimicas, fisicas ou por metais; queratite auto-imune, distréfica,

degenerativa e pés-inflamatéria.

7. Utilizacdo de acordo com as reivindicagcdes 5 ou 6, em que o referido
medicamento é para administragdo tépica, e contém de 10 a 500 ng de NGF

por ml.
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8. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 7, em que o referido
medicamento contém cerca de 250 pg de NGF por mi.

9. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que o referido
medicamento é indicado para a terapia e/ou a profilaxia de patologias oftalmicas
endoteliais primarias e secundarias.

10. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o referido
medicamento é para administracdo por introdugdo na camara anterior do olho, e
contém de 1 a 250 pg de NGF por ml.

11. Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicagées 5-10, em
que o NGF estd em combinagdo, no referido medicamento, com um ou mais

outros ingredientes activos.

12. Utilizacdo e meio de cultura de acordo com qualquer uma das
reivindicacBes anteriores, em que o referido NGF é de origem muridea ou

humana, ou é NGF humano recombinante.

Lisboa, ;. 5 @03

[IPRRICE AN %

Por ANABASIS s.r.l.
- O AGENTE OFICIAL -

Ag. OFf. Pr. Ind.

1200-185 LISBOA

Eng.° ANTONIO JOAO
DA CUNHA FERREIRA

Rua das Flores, 74 - 4.,°
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