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DESCRIPCION
Agente profilactico o terapéutico para la degeneracién macular asociada a la edad

La presente invencion se refiere a un agente profilactico o terapéutico para la degeneracién macular asociada a la edad
que contiene 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma como ingrediente activo.

Actualmente en los paises desarrollados la degeneracion macular asociada a la edad (AMD) es una de las principales
causas de ceguera legal y afecta esencialmente a personas mayores de 50 afios o de mayor edad. La AMD es una
enfermedad causada por cambios asociados a la edad en la méacula y en general se clasifica en formas exudativas y
atréficas. La AMD exudativa es una enfermedad en la que se producen nuevos vasos sanguineos procedentes del
crecimiento de la coroides en la macula de las personas mayores, asi como hemorragias o lesiones exudativas por
debajo del epitelio del pigmento retiniano o de la retina, formandose finalmente tejido cicatricial. La AMD atréfica es una
enfermedad asociada a la atrofia de la regidon macular o a la acumulacién de drusas. Ademas, a la lesién precursora que
conduce al desarrollo de AMD exudativa y atrofica se le denomina, en particular en ciertos casos, AMD temprana y se
considera que esta lesion es una condicion patoldgica de la AMD.

Una condicion patolégica basica de la AMD (en particular de la AMD exudativa) es la neovascularizacion coroidea, que
se considera que se desarrolla debido a cambios asociados a la edad en las células epiteliales del pigmento retiniano
macular, la membrana de Bruch y los vasos coroideos. Sin embargo, la mayor parte de las causas patogénicas y del
mecanismo de neovascularizacion coroidea no se ha aclarado todavia y se espera que se desarrolle en el futuro.

Por otra parte, la 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona (nombre genérico: Ebselen, en adelante denominada
“Ebselen”) tiene un efecto antioxidativo y se ha indicado que es Util para la arteriosclerosis cerebral y la insuficiencia
circulatoria cerebral cronica (documento no patente 1 y documento de patente 1). Ademas, se indica que el Ebselen es
util en los trastornos queratoconjuntivales, tales como ojo seco o queratopatia puntiforme superficial (documento de
patente 2).

A modo de informe del estudio del efecto farmacoldgico del Ebselen sobre la neovascularizacion, el documento no de
patente 2 informa que el Ebselen inhibia la neovascularizacién inducida por isquemia en tejido de la pata trasera de
ratones y el documento no de patente 3 indica que el Ebselen inhibia la remodelacion y neovascularizacién de la arteria
carétida enddgena inducida por peréxido de hidrégeno en ratones transgénicos p22phox.

Sin embargo, estos informes demuestran el efecto del Ebselen sobre tejidos tales como los vasos sanguineos de la pata
trasera y de las arterias carotidas. Es decir, estos informes (documentos no de patente 2 y 3) sélo sugieren el efecto del
Ebselen sobre otros tejidos distintos a los tejidos oculares y no sugieren el efecto farmacolégico del Ebselen sobre la
neovascularizacién coroidea.

Ademas, el documento no de patente 4 informa del efecto farmacoldgico del Ebselen en la neovascularizacion; sin
embargo, a diferencia de los informes descritos anteriormente (documentos no de patente 2 y 3), este documento indica
que el Ebselen mejor6 la progresion de la microangiopatia y restauré parcialmente la neovascularizacion.
Especificamente, en el documento no de patente 4 se realizé un estudio con ratas ZDF (modelo diabético), indicAndose
gue, en estos modelos, se inhibié la funcién vascular renal y disminuyé la densidad capilar alrededor del tibulo renal; sin
embargo, mediante la administracion repetida de Ebselen, se restauré la neovascularizacion renal. Es decir, el
documento no de patente 4 reporta resultados contradictorios a aquellos de los informes descritos anteriormente
(documentos no de patente 2 y 3) con respecto al efecto farmacolodgico en la neovascularizaciéon, aunque el estudio se
elaboré utilizando distintos modelos de animales y no describe o no sugiere en absoluto la neovascularizacion coroidea.

Tal como se ha descrito anteriormente, la neovascularizacién coroidea ha llamado la atenciébn como condicion
patolégica béasica de la AMD (en particular la AMD exudativa); sin embargo, la mayor parte de su mecanismo sigue
siendo desconocida. Ademas, no existe ningun informe de estudio del efecto farmacoldgico del Ebselen sobre la
neovascularizacién coroidea; en particular, no existe ningun informe que estudie el efecto profilactico y de mejora del
Ebselen sobre la AMD.

Por otra parte, también es sabido que el dafio causado por el estrés oxidativo o similar sobre las células epiteliales del
pigmento retiniano es una de las causas de desarrollo o progresion de la AMD, considerdndose su contribucion a la
AMD temprana y atréfica importante (documento no de patente 5). En consecuencia, la proteccion de las células
epiteliales del pigmento retiniano contra el dafio celular se considera uno de los métodos mas eficaces para la profilaxis
o la terapia de la AMD (en particular la AMD temprana y atréfica). Sin embargo, no existe ningun informe que estudie
dicho efecto protector del Ebselen sobre el dafio celular.

Documento de patente 1: JP-A-2001-261555

Documento de patente 2: WO 2006/123676

Documento no de patente 1: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100(13), 7919-7924 (2003)
Documento no de patente 2: Circulation, 111, 2347-2355 (2005)
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Documento no de patente 3: Circulation, 109, 520-525 (2004)
Documento no de patente 4: Kidney International, 66, 2337-2347 (2004)
Documento no de patente 5: Progress in Retinal and Eye Research 19(2), 205-221, 2000

Es un tema interesante la investigacion de un nuevo uso medicinal del Ebselen.

Los presentes inventores llevaron a cabo intensivos estudios para investigar un nuevo uso medicinal del Ebselen y
descubrieron que el Ebselen, o una sal del mismo, tenian excelentes efectos inhibidores de la neovascularizacion
coroidea en modelos de ratas de neovascularizacion coroidea inducida por laser, y asi se llegé a la presente invencion.
Es decir, el Ebselen presenta efectos profilacticos o de mejora sobre la AMD (en particular la AMD exudativa).

Ademas, los presentes inventores descubrieron que el Ebselen tenia un efecto protector contra el dafio celular inducido
por perdxido de hidrégeno o 4-hidroxinonenal (HNE) en una linea celular epitelial del pigmento retiniano humano. Es
decir, el Ebselen exhibe un efecto profilactico o de mejora sobre la AMD (en particular la AMD temprana y atréfica). Por
otra parte, se describe que la quercetina y la edaravona, bien conocidas por su actividad antioxidante, no poseen dicho
efecto protector contra el dafio celular, y por tanto, es sorprendente que el Ebselen si tenga dicho efecto.

Asi, la presente invencion se refiere a un agente profilactico o terapéutico para la AMD que comprende Ebselen o una
sal del mismo como ingrediente activo. En particular, la presente invencion se caracteriza porque éste puede ser un
agente profilactico o terapéutico en diversas condiciones patolégicas de AMD, esto es AMD atrofica y exudativa, asi
como lesiones precursoras de la misma (AMD temprana).

El Ebselen es un compuesto heterociclico condensado representado por la siguiente férmula quimica estructural [I].
0

/N (1]
Se

Ademas, la sales de Ebselen no estan particularmente limitadas, siempre que se trate de sales farmacéuticamente
aceptables, incluyéndose como ejemplos de la misma sales con acidos inorganicos como los acidos clorhidrico, nitrico o
sulfdrico; y sales con acidos organicos como los acidos acético, fumarico, maleico, succinico o tartarico. El Ebselen
puede encontrarse en forma de solvato.

En la presente invencion, la AMD incluye AMD exudativa, AMD atrofica y lesiones precursoras de la misma (AMD
temprana). Tal como se ha descrito anteriormente, la AMD es una enfermedad causada por cambios maculares
asociados a la edad y generalmente se clasifica como forma exudativa y atrofica. La AMD exudativa es una enfermedad
en la que se desarrollan nuevos vasos sanguineos de la coroides en la macula de las personas mayores, igualmente se
producen hemorragias o lesiones exudativas por debajo del epitelio del pigmento retiniano o retina, formandose
finalmente tejido cicatricial. La AMD atréfica es una enfermedad asociada a la atrofia de la region macular o a la
acumulacion de drusas.

El Ebselen se puede formular en una Unica preparacidon o una preparacién a combinar, con adicién de un aditivo
farmacéuticamente aceptable, segin sea necesario y de acuerdo con las técnicas ampliamente utilizadas.

Cuando se utiliza el Ebselen para la profilaxis o la terapia de la enfermedad ocular mencionada anteriormente, se puede
administrar a un paciente en forma oral o parenteral. Ejemplos de vias de administracion incluyen la administracién oral,
administracion tépica ocular (como administracion por instilaciéon, en el saco conjuntival, intravitrea, subconjuntival y
sub-tenoviana), administracion intravenosa y administracion transdérmica. Ademas, se formula en una forma de
dosificacion adecuada para la administracion junto con aditivos farmacéuticamente aceptables si es necesario. Ejemplos
de formas de dosificacion adecuadas para la administracion oral incluyen tabletas, capsulas, granulos y polvos, y
ejemplos de formas de dosificacion adecuadas para la administracion parenteral incluyen inyecciones, gotas oculares,
pomadas oftalmicas, parches, geles e insertos. Estos se pueden preparar mediante las técnicas habituales ampliamente
utilizadas en este campo. Ademds, este compuesto se puede formular también en una preparacion destinada al
implante intraocular o como una preparacion DDS (sistema de liberacion de farmacos), tal como una microesfera,
distinta de aquellas preparaciones.

Por ejemplo, se pueden preparar tabletas mediante la apropiada selecciéon y utilizacion de excipientes tales como
lactosa, glucosa, D-manitol, hidrogenofosfato de calcio anhidro, almidon o sacarosa; desintegrantes como
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de calcio, croscarmelosa de sodio, crospovidona, almidén, almidon
parcialmente pregelatinizado o hidroxipropilcelulosa poco sustituida; ligantes como hidroxipropilcelulosa, etilcelulosa,
goma arabiga, almidon, almidén parcialmente pregelatinizado, polivinilpirrolidona o polivinil alcohol; lubricantes como
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estearato de magnesio, estearato de calcio, talco, didxido de silicio hidratado o aceites hidrogenados; agentes de
revestimiento tales como sacarosa purificada, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa
o polivinilpirrolidona; correctores tales como acido citrico, aspartame, acido ascérbico o mentol; o similares.

La inyeccion se puede preparar mediante seleccion y utilizacion de agentes de tonicidad tales como cloruro de sodio;
tampones como fosfato de sodio; agentes tensioactivos como monooleato de polioxietilensorbitano; agentes de
viscosidad tales como metilcelulosa; o similares, segin sea necesario.

Las gotas oculares se pueden preparar por seleccién y utilizacién de agentes de tonicidad tales como cloruro de sodio o
glicerina concentrada; tampones como fosfato de sodio 0 acetato de sodio; agentes tensioactivos como monooleato de
polioxietilensorbitano, estearato de polioxil-40 o polioxietileno, aceite de castor hidrogenado de polioxietileno;
estabilizadores como citrato de sodio o edetato de sodio; conservantes tal como cloruro de benzalconio o parabeno; o
similares, segun sea necesario. El pH de la gota ocular puede oscilar siempre que se encuentre en el rango aceptable
como preparacion oftalmica, en general se sita preferentemente en el rango de 4 a 8. Ademas, las pomadas oftalmicas
se pueden preparar con una base de uso habitual como petrolato blanco o parafina liquida.

El inserto se puede preparar mediante pulverizacion y mezcla de polimeros biodegradables por ejemplo
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, polimero carboxivinilo o acidos poliacrilicos junto con el presente
compuesto y mediante moldeo por compresién del polvo resultante. Si es necesario, se pueden utilizar excipientes,
ligantes, estabilizantes o agentes de ajuste del pH. La preparacion para el implante intraocular se puede preparar con un
polimero biodegradable tal como é&cido polilactico, acido poliglicélico, copolimero de acido lactico-acido glicdlico o
hidroxipropilcelulosa.

La dosis de Ebselen se puede variar adecuadamente dependiendo de la forma de dosificacién, de la severidad de los
sintomas, la edad o el peso corporal del paciente que necesita la administracion, segin la opinion médica y similares.
En cuanto a la administracion oral, en general se puede administrar a un adulto, de una sola vez o dividida en varias
veces, una dosis de 0,01 a 5.000 mg, preferentemente de 0,1 a 2.500 mg, en particular de 0,5 a 1.000 mg al dia. En
cuanto a la inyeccion, en general se puede administrar a un adulto, en una sola vez o dividida en varias veces, una
dosis de 0,0001 a 2.000 mg al dia. Con respecto a las gotas oculares o insertos, en general se puede administrar una
preparaciéon que contiene el ingrediente activo en una cantidad del 0,000001 al 10% (peso/volumen), preferentemente
del 0,00001 al 1% (peso/volumen), en particular del 0,0001 al 0,1% (peso/volumen), en una sola vez o varias veces al
dia. Ademas, en cuanto a los parches, se puede aplicar a un adulto un parche que contiene el ingrediente activo en una
cantidad de 0,0001 a 2.000 mg, y en cuanto a una preparacion para el implante intraocular, se puede implantar en el ojo
de un adulto una preparacion que contiene el ingrediente activo en una cantidad de 0,0001 a 2.000 mg.

Tal como se describe a continuacion, cuando se realizaron las siguientes pruebas farmacolégicas, se demostré que el
Ebselen tenia un excelente efecto inhibidor de la neovascularizacién coroidea en modelos de ratas de
neovascularizacion coroidea inducida por laser. Ademas, se demostré que el Ebselen tenia también un efecto protector
contra el dafio celular inducido por perdxido de hidrégeno y el dafio celular inducido por HNE en una linea celular
epitelial del pigmento retiniano humano. Es decir, el Ebselen es (til como agente profilactico o terapéutico en diversas
condiciones patol6gicas de la AMD.

A continuacioén, se muestran los resultados de las pruebas farmacolégicas y los ejemplos de preparacion. Sin embargo,
estos ejemplos estan destinados a bien entender la presente invencion, y no implican una limitacion del alcance de la
presente invencion.

Prueba Farmacologica 1
Se evaluo la utilidad del Ebselen utilizando una neovascularizacion coroidea inducida por laser en un modelo de rata.
Método de Produccion para un Modelo de Neovascularizacion Coroidea Inducida por Laser de Kripton en la rata

Se aplico a una rata una anestesia general mediante administracién intramuscular de 1 ml/kg de una solucién mixta de
un 5% (peso/volumen) de una solucién para inyecciéon de clorhidrato de quetamina y un 2% de una solucién para
inyeccion de clorhidrato de xilazina (7:1), y se instil6 en los ojos una solucion oftalmica de un 0,5% (peso/volumen) de
tropicamida-0,5% - clorhidrato de fenilefrina para provocar la midriasis; entonces se llevo a cabo la fotocoagulacion con
un aparato de fotocoagulacion con laser de kripton. La fotocoagulacion se llevo a cabo en el fondo de ojo posterior, en
ocho sitios cada ojo, enfocando la capa retiniana profunda y evitando los vasos sanguineos retinianos gruesos
(condiciones de coagulacion: tamafio del sitio: 10Qum, salida: 100 mW, tiempo de coaguladin: 0,1 s). Después de la
fotocoagulacion, se fotografié el fondo ocular y se confirmé el lugar donde se irradié con laser.

Método de Administracion del Farmaco

Se suspendié el Ebselen en una solucion de metilcelulosa al 1% (peso/volumen) (preparada mediante disolucion de
metilcelulosa en agua purificada) para producir una concentracién final de 1 mg/ml 6 de 3 mg/ml, y cada una de las
suspensiones resultantes se administrd via oral dos veces al dia a una dosis de 5 mg/kg 6 15 mg/kg (10 mg/kg 6 30
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mg/kg al dia) empezando 5 dias antes de la fecha de la cirugia de fotocoagulacién durante 12 dias, incluido el dia de la
cirugia.

Método de Evaluacion

El dia 7 después de la fotocoagulacion, se aplico a cada rata una anestesia general mediante administracion
intramuscular de 1 mi/kg de una solucion mixta de solucidon para inyeccion de clorhidrato de quetamina al 5%
(peso/volumen) y de una solucion para inyeccion de clorhidrato de xilazina al 2% (7:1), y se instilé en los ojos una
solucion oftalmica de clorhidrato de fenilefrina al 0,5% - tropicamida al 0,5% (peso/volumen) para provocar la midriasis;
entonces se inyectd 0,1 ml de una solucién de fluoresceina al 10% en la vena de la cola y se realiz6 la fotografia del
fondo de ojo por fluorescencia. En la fotografia del fondo de ojo por fluorescencia, se estimé negativo una mancha
donde no se observaba pérdida de fluorescencia (ausencia de neovascularizacion) y se estimé positivo una mancha
donde se observaba pérdida de fluorescencia. Cuando aparecen dos sitios de fotocoagulacion en los que se observa
una pequefia pérdida de fluorescencia, se estimaron positivos (presencia de neovascularizacion). Se calcul6 el indice de
incidencia de neovascularizacion coroidea (%) a partir del nimero de manchas positivas con relacion a los ocho puntos
de irradiacion laser de acuerdo con la Ecuacioén 1, y calculdndose el indice de inhibicién (%) del farmaco a evaluar de
acuerdo con la Ecuacion 2. Los resultados de la evaluacion del Ebselen se muestran en la Tabla 1. El nimero de casos
en cada grupo de administracion es 8.

Ecuacion 1

indice de incidencia de neovascularizacion coroidea (%) = (NUmero de manchas positivas/nimero total de sitios de
fotocoagulacion) x 100

Ecuacion 2
indice de inhibicion (%) = (A0 - AX) / AO x 100
AO0: Indice de incidencia de neovascularizacién coroidea del grupo de administracion del vehiculo

AX: Indice de incidencia de neovascularizacion coroidea del grupo de administracion del farmaco

Tabla 1
Grupo indice de inhibicion (%)
Cada dosis de Ebselen: 5 mg/kg, BID 26,9
Cada dosis de Ebselen: 15 mg/kg, BID 28,9

Discusioén

Como se observa en la Tabla 1, se demuestra que el Ebselen inhibe la neovascularizacion coroidea en los modelos de
rata con neovascularizacién coroidea inducida por laser. Es decir, se demuestra que el Ebselen tiene un excelente
efecto inhibidor de la neovascularizacion en la coroides y un notable efecto profilactico o de mejora sobre la AMD (en
particular, la AMD exudativa).

Prueba Farmacoldgica 2

El estrés oxidativo causa disfuncion epitelial del pigmento retiniano y se considera como una de las causas del
desarrollo o la progresion de la AMD (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2006; 103: 11282-11287). Por tanto, utilizando células
ARPE-19 (linea celular epitelial de pigmento retiniano humano) se evalué el efecto protector del Ebselen sobre el dafio
celular inducido por perdxido de hidrégeno. Ademas, al mismo tiempo se evaluaron los efectos de la quercetina y la
edaravona, que son compuestos generalmente conocidos por tener actividad antioxidante, realizandose un estudio
comparativo.

Método Experimental

Se sembraron células ARPE-19 en una placa de 96 pocillos a 5 x 10° células / pocillo y se cultivaron durante 24 horas
en condiciones de 37°C bajo un ambiente de un 5% de CO; / 95% de aire. Como medio de cultivo para ARPE-19, se
utiliz6 DMEM/F12 que contenia un 10% de suero fetal bovino, 2mM de L-glutamina y 100 U/ml de penicilina, asi como
100 pg/ml de estreptomicina. Posteriormente, se elimind el medio de cultivo y se cambié por un medio de cultivo que
contenia Ebselen, quercetina o edaravona, o un medio de cultivo vehiculo. También se disolvi6 cada compuesto en
DMSO vy se diluyé hasta 1.000 veces con el medio de cultivo para preparar un medio de cultivo que contenia cada
compuesto a 6,25 yM 12,5uM. Se prepad el medio de cultivo vehiculo por dilucion de DMSO sin contener el
compuesto diluido hasta 1000 veces con el medio de cultivo. Después de cultivar las células durante 24 horas en
condiciones de 37°C bajo un ambiente del 5% de CO; / 95% de aire, se eliminé el medio de cultivo y se cambié por un
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medio de cultivo que contenia perdxido de hidrégeno (250uM). Después de cultivar las células otras 24 horas mas en
las condiciones mencionadas anteriormente, se midié la viabilidad celular. En la medida se utilizé el Kit-8 de Recuento
Celular (Dojin Kagaku).

Método de Evaluacion

Se expreso la media + el error estandar (%) de la viabilidad celular de cada grupo tratado con el compuesto tomando
como 100% el valor medio de la viabilidad celular de las células no tratadas. El nimero de casos en cada grupo es de 4.

Resultados

El efecto protector de cada compuesto sobre el dafio celular inducido por peréxido de hidrégeno se muestra en la Tabla
2. La viabilidad celular de las células ARPE-19 tratadas con peroxido de hidrégeno se redujo al 7,2% con respecto al
caso no tratado. Como se observa a partir de la Tabla 2, el Ebselen protegi6 fuertemente las células contra el dafio
celular inducido por peréxido de hidrégeno de una forma dependiente de la concentracion y, particularmente a 12,5 uM,
el Ebselen aument6 la viabilidad celular al 82,6%. Por otra parte, se descubrié que la quercetina y la edaravona no
tenian efecto protector de las células a cualquier concentracion.

Tabla 2
Compuesto Concentracion de compuesto (uM) Viabilidad celular (%)
Medio de cultivo vehiculo - 7,2+0,7
Ebselen 6,25 27,1+£17
Ebselen 12,5 82,6+54
Quercetina 6,25 8,0+0,1
Quercetina 12,5 3,8+0,4
Edaravona 6,25 7,7+0,7
Edaravona 12,5 75+0,7

Discusién

A partir de los resultados anteriores se descubre que el Ebselen muestra un fuerte efecto protector sobre el dafio celular
epitelial del pigmento retiniano inducido por peréxido de hidrogeno. Por otra parte, debido al hecho de que otros
compuestos con actividad antioxidante no muestran este efecto, es sorprendente descubrir que el Ebselen también
posee dicho efecto protector sobre el dafio celular. Es decir, se demuestra que el Ebselen tiene un efecto profilactico o
de mejora sobre la AMD (en particular la AMD temprana y atréfica).

Prueba Farmacoldgica 3

Es conocido que las especies reactivas de oxigeno favorecen la peroxidacion lipidica de las membranas, lo que resulta
en la produccion de HNE (Exp. Eye. Res., 2006; 83: 165-175). El HNE forma un enlace covalente con una cadena
lateral de cisteina, lisina o histidina de una proteina e inhibe la funciéon normal de la proteina, teniendo por tanto alta
actividad citotoxica (Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2007; 48: 3469-3479). Se reporta que en las drusas por debajo de la
retina esta también presente una proteina modificada por HNE, lo que se considera como un depdsito que induce AMD;
se considera que provoca dafio celular epitelial del pigmento retiniano y constituye una de las causas del desarrollo o de
la progresion de enfermedades atribuidas al dafio epitelial del pigmento retiniano (Mol. Vis., 2005; 11: 1122-1134, Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci., 2003; 44: 3663-3668, FEBS Lett., 2002; 528: 217-221). Por tanto, utilizando células ARPE-19 se
evalué el efecto protector del Ebselen sobre el dafio celular inducido por HNE. Ademas, los efectos de la quercetina y la
edaravona, que son compuestos bien conocidos su actividad antioxidante, se evaluaron también al mismo tiempo,
realizandose un estudio comparativo.

Método Experimental

Se sembraron células ARPE-19 en una placa de 96 pocillos a 5 x 10° células/pocillo y se cultivaron durante 24 horas en
condiciones de 37°C bajo un ambiente con un 5% de CO;, / 95% de aire. Como medio de cultivo para ARPE-19, se
utilizé un DMEM/F12 que contenia un 10% de suero fetal bovino, 2mM de L-glutamina y 100 U/ml de penicilina, asi
como 100 ug/ml de estreptomicina. Posteriormente, se elimin6é el medio de cultivo y se cambié por un medio de cultivo
gue contenia Ebselen, quercetina o edaravona, o un medio de cultivo vehiculo. Ademas, se disolvié cada compuesto en
DMSO vy se diluyé hasta 1.000 veces con el medio de cultivo para preparar un medio de cultivo que contenia cada
compuesto a 12,5 pyM. Se preparo el medio de cultivo vehiculo mediante la dilucién de DMSO sin contener el compuesto
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diluido hasta 1.000 veces con el medio de cultivo. Después de cultivar las células durante 24 horas en condiciones de
37°C bajo un ambiente del 5% de CO, / 95% de aire, se elimind el medio de cultivo y se cambié por un medio de cultivo
gue contenia HNE (10QuM). Después de cultivar las células otras 24 horas mas en las condicion es mencionadas
anteriormente, se midid la viabilidad celular. En la medida se utilizé el Kit-8 de Recuento Celular (Dojin Kagaku).

Método de Evaluacion

Se calculd la media + el error estandar (%) de la viabilidad celular de cada grupo tratado con el compuesto tomando
como 100% el valor medio de la viabilidad celular de las células no tratadas. El nimero de casos en cada grupo es de 4.

Resultados

El efecto protector celular de cada compuesto sobre el dafio celular inducido por HNE se muestra en la Tabla 3. La
viabilidad celular de las células ARPE-19 tratadas con HNE se redujo al 21,9% con respecto al caso no tratado. Como
se evidencia a partir de la Tabla 3, el Ebselen protegié fuertemente las células contra el dafio celular inducido por HNE y
aumento la viabilidad celular al 92,9%. Por otra parte, se descubrio que la quercetina y la edaravona no tenian un efecto
protector celular.

Tabla 3
Compuesto Concentracion de compuesto (uM) | Viabilidad celular (%)
Medio de cultivo vehiculo - 21,9+20
Ebselen 12,5 929+22
Quercetina 12,5 28,6 0,9
Edaravona 12,5 245+1,1

Discusién

A partir de los resultados anteriores se infiere que el Ebselen muestra un fuerte efecto protector sobre el dafio celular
epitelial del pigmento retiniano inducido por HNE. Por otra parte, debido al hecho de que otros compuestos con actividad
antioxidante no tienen este efecto, es sorprendente descubrir que el Ebselen también posee dicho efecto protector sobre
el dafio celular. Es decir, se demuestra que el Ebselen tiene un efecto profilactico o de mejora sobre la AMD (en
particular la AMD temprana y atrofica).

Prueba Farmacolégica 4

Un modelo de dafio producido por luz es un modelo de animal en el que el dafio ha sido inducido por irradiacion
luminosa, principalmente en las células fotorreceptoras y en la capa celular epitelial del pigmento retiniano, siendo
esencialmente utilizado como modelo de animal de degeneracion retiniana (por ejemplo por AMD, AMD particularmente
atréfica o retinosis pigmentaria) (Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 2005; 46: 979-987).

Método de Produccion para un Modelo de Rata de Dafio producido por la luz

Tras instilar una solucién oftalmica de tropicamida al 0,5% (peso/volumen) - clorhidrato de fenilefrina al 0,5% en los ojos
de una rata para provocar midriasis, se irradio luz (por ejemplo iluminancia: 2.000 lux, tiempo de irradiacion: 48 horas)
con un aparato para inducir dafio por luz, induciendo asi un dafio producido por luz.

Método de Evaluacion

Se disolvié el Ebselen en un vehiculo adecuado y se administré a cada rata antes de la irradiacion de luz. Al finalizar la
irradiacién de luz, en una sala oscura se llevo a cabo la adaptacion a la oscuridad durante 4 horas. Se aplicé a la rata
anestesia general mediante administracién intramuscular de 1 ml/kg de una solucién mixta de una solucidon para
inyeccion de quetamina al 5% (peso/volumen) y una solucion para inyeccion de clorhidrato de xilazina al 2% (7:1), y se
instilé una solucion oftadlmica de tropicamida al 0,5% (peso / volumen) - clorhidrato de fenilefrina al 0,5% en los ojos para
provocar midriasis. Entonces se midi6 el electrorretinograma (ERG) y se calcularon las amplitudes de las ondas a- y b- a
partir de las formas de onda obtenidas. Calculando el indice de inhibicion (%) del Ebselen contra la disminucién en las
amplitudes de las ondas a- y b- (dafio de las células fotorreceptoras) provocada por la irradiacion luminosa, se puede
evaluar el efecto profilactico o de mejora del Ebselen sobre la AMD (en particular la AMD atréfica). Ademas, en el ojo
después de la medicion del ERG, el numero de nucleos en la capa nuclear externa se cuenta patolégicamente.
Calculando también el indice de inhibicion (%) del Ebselen contra la disminucién del nimero de ndcleos en la capa
nuclear externa debida a la irradiacién de luz, el efecto profilactico o de mejora del Ebselen sobre la AMD (en particular
la AMD atréfica) se puede evaluar de manera similar.
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Ejemplos de Preparacion

Los productos farmacéuticos de la invencién se describen de forma mas especifica con referencia a ejemplos de
preparacién, sin embargo, la invencion no se limita sélo a dichos ejemplos.

Ejemplo de Formulacién 1: Gotas oculares
en 100 ml
Ebselen 10 mg
Cloruro de sodio 900 mg
Polisorbato 80 g.s.
Hidrogenofosfato de disodio g.s.
Dihidrogenofosfato de sodio g.s.
Agua estéril purificada g.s.

Se afiaden Ebselen y los demas ingredientes mencionados anteriormente a agua estéril purificada y se mezclan bien,
preparandose gotas ocularez. Cambiando la cantidad de Ebselen se puede preparar una gota ocular que contiene
Ebselen a una concentracion del 0,05% (peso/volumen), 0,1% (peso/volumen), 0,5% (peso/volumen) 6 1%
(peso/volumen).

Ejemplo de Formulacion 2: Pomada oftadlmica
en 100 g
Ebselen 0,39
Parafina liquida 10,09
Petrolato blanco qg.s.

Se afiade Ebselen a petrolato blanco y parafina liquida uniformemente fundidos, se mezclan bien estos ingredientes y
se enfria progresivamente la mezcla resultante, con ello se prepara una pomada oftalmica. Cambiando la cantidad de
Ebselen se puede preparar una pomada oftalmica que contiene Ebselen a una concentracion del 0,05% (peso/volumen),
0,1% (peso/volumen), 0,5% (peso/volumen), 1% (peso/volumen) 6 3% (peso/volumen).

Ejemplo de Formulacion 3: Tabletas
en 100 mg
Ebselen 1mg
Lactosa 66,4 mg
Almidon de maiz 20 mg
Carboximetilcelulosa de calcio 6 mg
Hidroxipropilcelulosa 6 mg
Estearato de magnesio 0,6 mg

Se mezclan en un mezclador Ebselen y lactosa, se afiaden a carboximetilcelulosa de calcio e hidroxipropilcelulosa y se
granula la mezcla resultante. Los granulos obtenidos se secan, seguidamente se dimensionan. Entonces se afade
estearato de magnesio, se mezcla con los granulos dimensionados y la mezcla resultante se transforma en tabletas
mediante una maquina formadora de tabletas. Cambiando la cantidad de Ebselen se puede preparar una tableta que
contiene Ebselen en una cantidad de 0,1 mg, 10 mg 6 50 mg en 100 mg de tableta.
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Ejemplo de Preparacion 4: Inyeccidn
en 10 ml

Ebselen 10 mg

Cloruro de sodio 90 mg

Polisorbato 80 g.s.

Agua estéril purificada g.s.

Se disuelven Ebselen y cloruro de sodio en agua estéril purificada, preparandose una inyeccion. Cambiando la cantidad
de Ebselen se puede preparar una inyeccion que contiene Ebselen en una cantidad de 0,1 mg, 10 mg 6 50 mg en 10 ml
de inyeccion.

Aplicacién Industrial

El Ebselen tiene un excelente efecto inhibidor sobre la neovascularizacion coroidea y también tiene un efecto protector
contra el dafio celular inducido por peroxido de hidrégeno y contra el dafio celular inducido por HNE en una linea celular
epitelial de pigmento retiniano humano. En consecuencia, el Ebselen es Gtil como agente profilactico o terapéutico en
diversas condiciones patol6gicas de degeneracion macular asociada a la edad.
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REIVINDICACIONES

Agente para su utilizacion en la profilaxis o terapia de la degeneracion macular asociada a la edad, que
comprende 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma como ingrediente activo.

Agente segun la reivindicacidon 1, caracterizado porque la via de administracion es administracion por
instilacion, administracion intravitrea, administracion subconjuntival, administracion en el saco conjuntival,
administracién sub-tenovial o administracién oral.

Agente segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la forma de dosificacion es como gota ocular, pomada
oftdlmica, inserto, parche, inyeccion, tableta, granulo fino o capsula.
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