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DESCRIPCION
Agentes para el tratamiento de la retinopatia glaucomatosa y de la neuropatia éptica.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los agentes profilacticos y a la terapéutica de la retinopatia y la
neuropatia dptica relacionadas con el glaucoma.

Antecedentes de la invencion

El glaucoma es un grupo heterogéneo de enfermedades que presentan una serie similar de caracteristicas clinicas
que incluyen la lesion del nervio éptico y la muerte apoptoésica selectiva de las células ganglionares retinianas (RGC),
que conduce a una pérdida progresiva del campo visual y a la ceguera. Un aumento anormal en la presion
intraocular (IOP) esta asociado a la mayoria de las formas de glaucoma. El unico tratamiento disponible consiste en
reducir la IOP mediante medicacion o cirugia. La reduccién de IOP es eficaz para ralentizar el desarrollo de
determinados tipos de glaucoma y retardar sus efectos dafinos. No obstante, la pérdida de campo visual en los
pacientes con glaucoma no siempre se correlaciona con la IOP, y disminuyendo la IOP solo no se interrumpe
completamente el proceso patoldgico. Esto implica que la presién puede no ser la Unica causa de la retinopatia
glaucomatosa y de la neuropatia 6ptica. Unos mecanismos adicionales contribuyen probablemente a los procesos
patolégicos. La retinopatia glaucomatosa se entiende generalmente como trastornos funcionales o cambios
patolégicos en la retina, especialmente la muerte de las RGC, que se encuentran en pacientes o animales con
glaucoma. La neuropatia glaucomatosa éptica se refiere a trastornos funcionales o a cambios patolégicos en el
nervio éptico, a través de los cuales pasan los axones de las RGC.

Una seccion transversal a través de la retina humana del adulto presenta las siguientes capas de células
enumeradas en la direccion desde la zona proximal a la mas interna (lado del vitreo) hasta la zona distal 0 mas
externa (lado de la coroides):

membrana limitante interna,

capa de fibra optica,

capa de células ganglionares,

capa interna entrelazada,

capa nuclear interna,

capa externa entrelazada,

capa nuclear externa,

membrana limitante externa,

segmentos internos de bastones y conos,
segmentos externos de bastones y conos,
epitelio del pigmento retiniano, y
capilares de la coroides.

El epitelio del pigmento retiniano y los capilares de la coroides se encuentran en el dorso de la retina méas préoximo a
la membrana de la coroides, mientras que la membrana limitante interna esta mas préxima al cuerpo vitreo. La capa
de células ganglionares recoge la entrada fotorreceptora y envia la entrada por los axones mielinados a través del
nervio éptico al cerebro. Las células ganglionares son las células en situacién de riesgo en el glaucoma.

Los mecanismos moleculares propuestos para contribuir a la muerte de las RGC incluyen la toxicidad del glutamato,
la privacién de factores neuro6trofos, la anomalia vascular (isquemia), la gliosis reactiva y la toxicidad producida por el
6xido nitrico. Sin embargo, ninguno de estos mecanismos propuestos estd universalmente aceptado por los
investigadores en este campo.

La solicitud de patente PCT n® PCT/US02/40457 concedida a Gao, X., et al., publicada como WO 03/051313,
proporciona supuestamente una produccién de una enzima de desintoxicacién en fase Il por sulforafano en las
células epiteliales del pigmento retiniano. La publicacién de la patente US n® 2002/0091087, concedida a Zhang Y.,
et al., proporciona supuestamente el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa por un compuesto,
sulforafano, que eleva el glutation o una enzima de desintoxicacién en fase Il en el tejido de la médula espinal, la
enfermedad de Alzheimer, y en la esclerosis lateral amiotréfica. Las células epiteliales del pigmento retiniano se
diferencian de las células ganglionares retinianas en que las células ganglionares son neuronas y las células
epiteliales del pigmento retiniano no son neuronas. Ademas, las respuestas biologicas de los tejidos oculares tales
como la retina a determinados agentes terapéuticos no pueden preverse a partir de las respuestas bioldgicas de los
tejidos de la médula espinal y de los tejidos del cerebro. Las aplicaciones citadas no estudian la protecciéon o el
tratamiento de la pérdida de células ganglionares retinianas (RGC) y la neuropatia éptica en el glaucoma.

No esta generalmente aceptado el método terapéutico contra el glaucoma para tratar la retinopatia glaucomatosa y
la neuropatia Optica. En vista del impacto del glaucoma sobre la salud, y las incompetencias de los procedimientos
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anteriores de tratamiento, seria deseable disponer de un procedimiento mejorado de tratamiento dirigido a la
retinopatia glaucomatosa y a la neuropatia 6ptica.

Sumario de la invencion

Segun la presente invencién, un agente que presenta actividad estimulante para la transposicién nuclear de la
proteina Nrf2 y el aumento subsiguiente de productos génicos que desintoxican y eliminan metabolitos citotéxicos
proporciona un efecto protector o terapéutico para retardar o prevenir la pérdida de las células ganglionares
retinianas y la lesién glaucomatosa al nervio éptico. Tal como se utiliza en la presente memoria “actividad
estimulante para la transposicién nuclear de la proteina Nrf2” significa un agente que potencia la disponibilidad o el
transporte de Nrf2 al nlcleo. La transposicion de la proteina Nrf2 al nlcleo permite un aumento posterior en la
expresion de los productos génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotoxicos. Los procedimientos de la
presente invencidén proporcionan un procedimiento de tratamiento para la retinopatia glaucomatosa y la neuropatia
optica en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de una composicion que
comprende un agente que presenta actividad estimulante para la transposicién nuclear de la proteina Nrf2, y un
portador aceptable. El paciente puede estar en situacion de riesgo de desarrollar retinopatia glaucomatosa o
neuropatia éptica o puede presentar sintomas de retinopatia glaucomatosa o neuropatia Optica.

El agente que estimula la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores de los productos
génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotoxicos de la presente invencién puede comprender un
aceptor de adicion de Michael, difenol, tiocarbamato, quinona, 1,2-ditiol-3-tiona, hidroxianisol butilado, flavonoides,
un isotiocianato, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno, etoxiquina, 3-hidroxicumarina, combinaciones de los mismos 0 un
derivado farmacolégicamente activo o andlogos de los mismos. En una forma de realizacién, el agente comprende
un isotiocianato tal como sulforafano, o un derivado farmacol6gicamente activo del mismo. En otra forma de
realizacién, el agente comprende una 1,2-ditiol-3-tiona tal como oltipraz, o un derivado farmacol6gicamente activo de
la misma.

La administracion del agente que estimula la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores de
productos génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotoxicos puede ser por inyeccion intraocular,
implantacion de un dispositivo de suministro de liberacion lenta, o por administracion topica, oral e intranasal,
inyeccion generalizada u otras administraciones generalizadas.

En otra forma de realizacién adicional del presente método de la invencién, el paciente estd diagnosticado de
retinopatia glaucomatosa o de neuropatia éptica y, en otra forma de realizacién de la invencién, el paciente presenta
sintomas de retinopatia glaucomatosa o de neuropatia optica.

Breve descripcion del dibujo

El dibujo demuestra el efecto del sulforafano sobre la toxicidad producida por glutamato en las células ganglionares
retinianas cultivadas de rata adulta. Se trataron las células durante 3 dias con los compuestos indicados. Se analizé
la supervivencia mediante recuento de células sanas positivas a Thy-1. El asterisco * representa una diferencia
significativa de los valores de referencia mediante analisis de varianza ANOVA de una via entre grupos, a
continuacion la prueba de Dunnett.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion de agentes que estimulan la transposicion nuclear de la proteina Nrf2
y a los aumentos posteriores de productos génicos que desintoxican y eliminan metabolitos citotdxicos como un
procedimiento para el tratamiento de la retinopatia glaucomatosa y de la neuropatia 6ptica.

La expresion “tratamiento de la retinopatia glaucomatosa y de la neuropatia Optica”, tal como se utiliza en la presente
memoria, significa el retraso o la prevencion del desarrollo de, la inhibicion de la evolucion, o el alivio de la
retinopatia glaucomatosa o de la neuropatia éptica, o de los sintomas de las mismas. La estimulacién de la
transposiciéon nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores de los productos génicos que desintoxican y
eliminan los metabolitos citotéxicos se proporciona para la proteccion de las células ganglionares retinianas y para la
proteccion del nervio dptico.

La transposicion nuclear de Nrf2 se produce en las células expuestas a determinados electréfilos y oxidantes. Los
genes producidos debido a la transposicidén nuclear de Nrf2 producen enzimas de desintoxicacién que potencian la
proteccion contra electréfilos y favorece la restauracion o degradacion de las proteinas dafiadas. La produccion de
estas enzimas esta regulada a nivel de transcripcion y estd mediada por un potenciador especifico, el elemento de
respuesta antioxidante o ARE, descubierto en el activador del gen que codifica la enzima. El contexto de la
secuencia del ARE, la naturaleza de los inductores quimicos y el tipo de célula afectan la actividad del potenciador
en un gen especifico.
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El factor de transcripcion Nrf2 es un miembro de la familia de factores de transcripcion NF-E2 y es responsable de
regular por incremento la expresién génica mediada por el elemento de la respuesta antioxidante (ARE). Nrf2
produce la expresion génica uniendo la zona de ARE (elemento de respuesta antioxidante) del activador para activar
constitutivamente la transcripcion génica o en respuesta a una sefial de agresion oxidativa. En condiciones normales,
se cree que Nrf2 estd presente en el citoplasma unido mediante una proteina represora Keap1, una proteina
citoplasmatica anclada al citoesqueleto de actina. Sin pretender resultar limitados por la teoria, los inventores creen
que los agentes que presentan actividad estimulante de transposicion nuclear de la proteina Nrf2 pueden competir
con la zona que interviene rica en cisteina o con un factor citosélico Keap1 para la interaccion con Nrf2 (Dinkova-
Kostova, A. T., et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 99:11908-11913 (2002)). La descomposicion del complejo Nrf2-
Keap1 por determinados compuestos tal como el sulforafano puede liberar Nrf2 para trasladarla en el nacleo donde
puede heterodimerizarse con otros factores de transcripcion (es decir, Maf, c-Jun, etc.) en las zonas de ARE de los
genes que conducen a la produccion de la expresion génica regulada por ARE.

Las enzimas y proteinas expresadas por esta serie de reacciones de Nrf2/ARE poseen propiedades citoprotectoras
quimicamente versatiles y son una defensa contra los metabolitos toxicos y los xenobioticos. Las enzimas y
proteinas conocidas por expresarse a través de la serie de reacciones de Nrf2/ARE incluyen las glutatién-S-
transferasas, UDP-glucuronosiltransferasas, NADP(H) quinona oxidorreductasa, y-glutamilcisteina sintetasa,
proteinas de la respuesta a la agresion por chaperona y proteinas de ubiquitina/proteasoma.

Los agentes que presentan actividad estimulante para la transposicién nuclear de la proteina Nrf2 incluyen, por
ejemplo:

Aceptores de adicién de Michael (p. ej., compuestos de carbonilo a,f insaturados), tal como maleato de dietilo o
fumarato de dimetilo;

difenoles tales como resveratrol,

hidroxianisoles butilados tal como 2(3)-terc-butil-4-hidroxianisol,

tiocarbamato tal como pirrolidineditiocarbamato,

quinonas tales como terc-butil-hidroquinona,

isotiocianatos tal como sulforafano, su precursor glucosinolato, glucorafanina o isotiocianato de fenetilo (PEITC),
1,2-ditiol-3-tionas tal como oltipraz,

3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno,

etoxiquina,

cumarinas tal como 3-hidroxicumarina,

flavonoides tal como quercetina o curcumina,

sulfuro de dialilo,

indol-3-carbinol,

gallato de epigallo-3-catequina,

acido ellagico,

combinaciones de los mismos, o un derivado o analogo farmacolégicamente activo de los mismos.

Un receptor de Michael es una molécula que presenta un alqueno adyacente a un grupo que capta electrones. El
grupo que capta electrones es normalmente un carbonilo, pero puede ser asimismo un grupo nitrilo o nitro. Aunque
quimicamente variados, estos compuestos son electrofilos y tienen capacidad para reaccionar con grupos sulfhidrilo
nucledfilos. Un “derivado farmacolégicamente activo de los mismos”, es un agente estructuralmente relacionado con
cualquiera de los compuestos anteriores que presenta actividad estimulante para la transposicion nuclear de la
proteina Nrf2 y procedente de ella y puede ser un éster, una amida, o una sal de los mismos, por ejemplo. Un
“analogo farmacolégicamente activo de los mismos”, es un agente que presenta una estructura similar a cualquiera
de los compuestos anteriores con actividad estimulante para la transposicién nuclear de la proteina Nrf2 pero que se
diferencia ligeramente en la composicién, tal como por ejemplo en la sustitucién de un atomo por un atomo de un
elemento diferente o en presencia de un grupo funcional especifico. En una forma de realizacion, la presente
invencion proporciona sulforafano, oltipraz, un anélogo farmacolégicamente activo de los mismos, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos en un procedimiento de tratamiento para la neuropatia O6ptica
glaucomatosa o la neuropatia glaucomatosa.

El sulforafano (producto n® S6317, Sigma-Aldrich) es conocido por producir, por ejemplo, quinona reductasa,
glutatién-S-transferasa y glutation reductasa. La produccion de enzimas se ha observado en varias estirpes celulares
incluyendo las células epiteliales del pigmento retiniano del ser humano adulto (Zhang, Y. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 89:2399-2403 (1992)). Los analogos de sulforafano incluyen, por ejemplo, 6-(isotiocianato-2-hexanona),
exo-2-acetil-6-isotiocianatonorbornano, exo-2-(isotiocianato-6-metilsulfonil-norbornano), 6-isotiocianato-2-hexanol, 1-
(isotiocianato-4-dimetilfosfonilbutano, exo-2-(1-hidroxietil)-5-isotiocianatonorbornano, exo-2-acetil-5-
isotiocianatonorbornano, 1-(isotio-cianato-5-metil-sulfonilpentano), cis-3-(metilsulfonil)(ciclohexilmetilisotiocianato) y
trans-3-(metilsulfonil)-(ciclohexilmetilisotiocianato).

Modo de administracion: Los agentes de la presente invencion pueden suministrarse directamente al ojo (por

ejemplo: colirios tdépicos o pomadas; dispositivos de liberacién lenta en el fondo del saco o implantados junto a la
esclerética o dentro del o0jo; inyecciones perioculares, conjuntivas, bajo la capsula de Tenon, dentro de la camara,
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dentro del vitreo o intracaniculares) o por via generalizada (por ejemplo: inyecciones por via oral, intravenosa,
subcutanea o intramuscular; administracién parenteral, dérmica o nasal) utilizando técnicas bien conocidas por los
expertos en la materia. Se contempla ademas que los agentes de la invencién puedan formularse en insercion
intraocular o dispositivos de implante.

Sujeto: Un sujeto tratado de retinopatia glaucomatosa o neuropatia éptica como el descrito en la presente memoria
puede ser un ser humano u otro animal en situacién de riesgo de desarrollar retinopatia glaucomatosa o neuropatia
Optica o que presenta sintomas de retinopatia glaucomatosa o neuropatia optica.

Formulaciones y dosis: Los agentes de la presente invencion pueden administrarse como soluciones, suspensiones
o emulsiones (dispersiones) en un portador oftalmicamente adecuado. Los siguientes son ejemplos de posibles
formulaciones incorporadas a la presente invencién.

Cantidad en peso, %
Agente estimulante de transposicién nuclear de la proteina Nrf2 0,01-5; 0,01- 2,0; 0,5-2,0
Hidroxipropilmetilcelulosa 0,5
Cloruro soédico 0,8
Cloruro de benzalconio 0,01
EDTA 0,01
NaOH/HCI c.s.p.pH74
Agua purificada c.s.p. 100%

Cantidad en peso, %
Agente estimulante de la transposicion nuclear de la proteina Nrf2  0,00005-0,5; 0,0003-0,3; 0,0005-0,03; 0,001

Solucién salina tamponada con fosfato 1,0

Cloruro de benzalconio 0,01

Polisorbato 80 0,5

Agua purificada c.s. para 100%
Cantidad en peso, %

Agente estimulante de la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 0,001

Fosfato s6dico monobasico 0,05

Fosfato sédico dibasico 0,15

(anhidro)

Cloruro sédico 0,75

EDTA disddico 0,05

Cremophor EL 0,1

Cloruro de benzalconio 0,01

HCI y/o NaOH pH 7,3-7,4

Agua purificada c.s. para 100%
Cantidad en peso, %

Agente estimulante de la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 0,0005

Solucién salina tamponada con fosfato 1,0

Hidroxipropil-B-ciclodextrina 4,0

Agua purificada c.s. para 100%

En otra forma de realizacion, se formulan composiciones oftalmicas para proporcionar una concentracién intraocular
de aproximadamente 0,1 a 100 nanomolar (nM) o, en otra forma de realizacién, 1 a 10 nM. Pueden conseguirse
concentraciones pico en el plasma de hasta 20 micromolar por administracion generalizada. Las composiciones
tépicas se suministran a la superficie del ojo una a cuatro veces al dia segun el criterio de rutina de un médico
experto. El pH de la formulacién deberia ser entre 4 y 9 6 4,5 y 7,4. Las formulaciones generalizadas pueden
contener aproximadamente 10 mg a 1.000 mg, aproximadamente 10 mg a 500 mg, aproximadamente 10 mg a 100
mg o a 125 mg, por ejemplo, del agente que estimula la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 y el aumento
posterior en los productos génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotoxicos.

Una “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de agente que es capaz de estimular la transposicion nuclear de la
proteina Nrf2 y los aumentos posteriores en los productos génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos
citotoxicos. Dicha produccion de la expresidn génica proporciona una defensa contra la toxicidad de electréfilos
reactivos asi como de otros metabolitos téxicos. Por consiguiente, se proporciona un agente que estimula la
transposicién nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores de los productos génicos que desintoxican y
eliminan los metabolitos citotdxicos para la proteccion contra la citotoxicidad. Dicha proteccién retarda o impide el
comienzo de los sintomas en un paciente en situacién de riesgo de desarrollar neuropatia éptica glaucomatosa o
retinopatia glaucomatosa. La cantidad eficaz de una formulacion puede depender de factores tales como la edad,
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raza y sexo del paciente, o la gravedad de la neuropatia Optica, por ejemplo. En una forma de realizacion, el agente
se suministra al ojo por via tdpica y alcanza las células ganglionares retinianas a una dosis terapéutica mejorando de
este modo los procesos patoldgicos de retinopatia y neuropatia optica.

Aunque el régimen exacto se deja a criterio del médico, la solucion o soluciones resultantes se administran
preferentemente colocando una gota de cada solucion o soluciones en cada ojo una a cuatro veces al dia, o segun la
indicacion del médico.

Portadores aceptables: Un portador oftalmicamente aceptable se refiere a los portadores que producen la mayoria,
poca a ninguna irritacion ocular, que proporcionan proteccion adecuada si se necesita, y suministran uno o mas
agentes que estimulan la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores en los productos
génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotoxicos de la presente invencién en una dosis homogénea.
Para el suministro oftalmico, un agente que estimula la transposicién nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos
posteriores en los productos génicos que desintoxican y eliminan los metabolitos citotéxicos pueden combinarse con
conservantes, codisolventes, tensioactivos, potenciadores de viscosidad, potenciadores de penetracién, tampones
oftalmolégicamente aceptables, cloruro sédico, o agua para formar una suspension, soluciébn acuosas
oftdlmicamente estériles o geles viscosos 0 semiviscosos u otros tipos de composicion sélida o semisélida tal como
una pomada. Las formulaciones de solucién oftdlmica pueden prepararse disolviendo el agente en un tampdn
acuoso isoténico fisioldgicamente aceptable. Ademas, la solucién oftalmica puede incluir un tensioactivo
oftalmolégicamente aceptable que ayude a disolver el agente. Los compuestos que aumentan la viscosidad, tal como
hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilcelulosa, polivinilpirrolidona, o similares, pueden anadirse a las
composiciones de la presente invencion para mejorar la retencion del compuesto.

Con el fin de preparar una formulacion de pomada oftdlmica esterilizada, el agente que estimula la transposicion
nuclear de la proteina Nrf2 y los aumentos posteriores en los productos génicos que desintoxican y eliminan los
metabolitos citotéxicos se combina con un conservante en un vehiculo apropiado, tal como un aceite mineral,
lanolina liquida o vaselina blanca. Las formulaciones con gel oftalmico esterilizado pueden prepararse poniendo en
suspension el agente en una base hidrofila preparada a partir de la combinacién, por ejemplo, de CARBOPOL®-940
(BF Goodrich, Charlotte, NC), o similares, segun los procedimientos conocidos en la materia para otras
formulaciones oftalmicas. Puede utilizarse VISCOAT® (Alcon Laboratorios, Inc., Fort Worth, TX) para la inyeccion
intraocular, por ejemplo. Otras composiciones de la presente invencion pueden contener materiales para potenciar la
penetracion tales como CREMOPHOR® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) y TWEEN® 80 (monolaurato de polioxietileno
sorbitan, Sigma Aldrich), en caso de que los agentes de la presente invencién sean menos penetrantes en el ojo.

Ejemplo 1
Agentes que presentan actividad estimulante para la transposicion nuclear de la proteina Nrf2

Las células endoteliales vasculares, tales como las células endoteliales adrticas bovinas (BAEC, VEC Technologies,
Rensselaer, NY), se utilizan para determinar los agentes que presentan actividad estimulante para la transposicién
nuclear de la proteina Nrf2. Por ejemplo, se exponen monocapas confluentes de células endoteliales adrticas
bovinas a agentes experimentales en medio de Eagle modificado por Dulbecco con suero de bovino fetal al 1% hasta
24 horas. Se preparan lisados celulares, extractos citosélicos y extractos nucleares, y se realiza la
inmunotransferencia y se cuantifica tal como se describe en Buckley, B. J., et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun.,
307:973-979 (2003)). En los agentes que aumentan la cantidad de Nrf2 detectados en la fraccion nuclear en
comparacién con las células de referencia sin agente se determina la actividad en un ensayo de toxicidad de las
células ganglionares retinianas como se indica en el Ejemplo 2.

Ejemplo 2

Proteccion de las células ganglionares retinianas de rata por un agente con actividad estimulante para la
transposicion nuclear de la proteina Nrf2

Células nerviosas de la retina de rata cultivadas se combinan con un agente que estimula la transposicion nuclear de
la proteina Nrf2 durante 1 a 24 horas, a continuacién la combinacién se expone a peroxido. La supervivencia de las
células nerviosas de la retina en comparacién con un cultivo de referencia sin peroxido indica que el agente
proporciona proteccion del oxidante.

Células nerviosas de la retina de rata recién nacida se aislan y se cultivan como se describe en Pang, I-H., et al.,
(Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 40:1170-1176 (1999)). “Retiniana neural” se refiere a la retina sin epitelio del pigmento
retiniano. Por lo tanto, el cultivo contiene una poblacién mixta de tipos de células retinianas. En resumen, se
anestesian ratas Sprague-Dawley recién nacidas de 2 a 5 dias y se practica una abertura de 2 mm en la linea media
en el cuero cabelludo justamente caudal al seno transverso. Las células ganglionares retinianas se marcan por
contraste selectivamente con un colorante fluorescente, Di-l, (perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3',3’-
tetrametilindocarbocianina), trazador lip6filo que marca uniformemente las neuronas (Molecular Probes, Eugene,
OR). La punta de la aguja de inyeccion (30 ga) se inserta 6 mm bajo la parte superior del craneo, y se inyectan 5 pl
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de solucion Di-l en los tubérculos cuadrigéminos superiores. La solucién Di-l contiene 3 mg/ml de Di-I en 90% de
etanol y 10% de sulféxido de dimetilo. La herida se cubre con una gota de colodion flexible.

Dos a 4 dias después de la inyeccion de Di-l, se anestesian las ratas y se sacrifican por decapitacion. Se extraen las
orbitas de los ojos y se colocan en medio Eagle modificado por Dulbecco: mezcla nutriente F12 (1:1; DMEM/F12,
Gibco, Gaithersburg, MD). La retina de cada ojo se desprende y aisla. Se disocian las células retinianas mediante
una solucién que contiene 10 mg de papaina (34 unidades/ml), 2 mg de DL-cisteina (3,3 mM) y 2 mg de albumina de
suero bovino (0,4 mg/ml) en 5 ml de DMEM/F12, durante 25 min a 37°C, y se lavan a continuacion 3 veces con 5 ml
de medio RGC (DMEM, enriquecido con 10% de suero bovino fetal, glutamina 4 mM, 100 unidades/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina). Las piezas retinianas se trituran pasandolas a través de una pipeta disponible varias
veces hasta que las células se dispersan. Las suspensiones celulares (aproximadamente 3 x 10° células/ml) se
colocan en placas de cultivo con fondo de vidrio recubiertas con poli-D-lisina. Las células se cultivan con 95% de
aire/5% de CO, a 37°C.

Se determinan los efectos protectores de un agente que presenta actividad estimulante para la transposicién nuclear
de la proteina Nrf2 tratando los cultivos con el agente experimental durante 1 a 24 horas, afiadiéndose a
continuacion 300 uM de H.0.. Las RGC cultivadas se identifican por fluorescencia con Di-l. Se evalua la
supervivencia de RGC realizando el recuento del nimero de células restantes con fluorescencia de Di-l. Se
proporcionan los agentes que mejoran la supervivencia de las células ganglionares retinianas en comparacién con
una referencia para proteger las RGC de la agresion citotoxica y sirven para el tratamiento de la neuropatia optica
glaucomatosa.

Ejemplo 3

Proteccion de las células ganglionares retinianas de la toxicidad producida por glutamato mediante
sulforafano

Se practico la eutanasia por asfixia con CO- a ratas Sprague-Dawley adultas. Se extrajeron las 6rbitas de los ojos y
se colocaron en medio NEUROBASAL™ (Gibco, Gaithersburg, MD). Se desprendié la retina de cada ojo y se aislo.
Las células de la retina se disociaron combinandolas hasta 20 retinas con 5 ml de solucién de papaina que contenia
10 mg de papaina, 2 mg de DL-cisteina y 2 mg de albdmina de suero bovino en 5 ml de medio NEUROBASAL™
durante 25 min a 37°C, se lavaron a continuacion 3 veces con 5 ml de medio RGC (NEUROBASALTM) medio
enriquecido como se expone en el Ejemplo 2 y con 1% de suero de ternero fetal. Las piezas de retina se trituraron
pasandolas a través de una pipeta disponible pulida a la llama varias veces hasta la dispersién de las células. La
suspensién celular se colocod en un portaobjetos de camara de cultivo de 8 pocillos recubierto con poli-D-lisina y
laminina. Se afadieron glutamato y glutamato con sulforafano para asignar los pocillos. Se cultivaron a continuacion
las células en 95% de aire/5% de CO2 a 37°C durante tres dias.

Al final del periodo de incubacion, se fijaron las células y se marcaron con Thy-1, marcador de RGC, por
inmunocitoquimica. Se cuantificé la supervivencia celular manualmente realizando el recuento de las células sanas
positivas a Thy-1 en cada pocillo. Los datos resultantes se presentan en el dibujo y demuestran que el tratamiento de
las RGC con glutamato (100 uM) durante 3 dias produjo una reduccién del 40 al 60% de las células sobrevivientes.
Tratando las células con sulforafano (0,5 pM) se evitd dicha toxicidad. Estos resultados demuestran que el
sulforafano protege contra las agresiones a las células ganglionares retinianas.

Las referencias citadas en la presente memoria, en la medida en que proporcionan procedimientos a titulo de
ejemplo u otros detalles complementarios a los indicados en la presente memoria, se incorporan especificamente
como referencia.

Tal como se utiliza en la presente memoria y a menos que se indique de otra manera, los términos “un” y “una” se

considera que significan “un/una”, “por lo menos un/una” o “un/a 0 mas”.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién para el tratamiento de la retinopatia glaucomatosa o de la neuropatia 6ptica en un sujeto en la que
la composicién proporciona una concentracion intraocular de aproximadamente 0,1 a 100 nM de un agente que
estimula la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 junto con un portador oftdlmicamente aceptable.

2. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la composicion proporciona una concentracion intraocular de
aproximadamente 1 a 10 nM de un agente que estimula la transposicion nuclear de la proteina Nrf2 junto con un
portador oftdlmicamente aceptable.

3. Composiciéon segun la reivindicaciéon 1 6 2, en la que el portador oftdlmicamente aceptable comprende
conservantes oftalmicamente aceptables; codisolventes; tensioactivos; potenciadores de viscosidad; potenciadores
de penetracién; tampones; cloruro sédico; agua; tampoén acuoso isoténico; un tensioactivo; o compuestos que
aumentan la viscosidad, tal como hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilcelulosa, o polivinilpirrolidona; o una
base hidrdfila.

4. Composicién segun la reivindicacion 3, en la que el conservante esta provisto de un vehiculo seleccionado de
entre aceite mineral, lanolina liquida y vaselina blanca.

5. Composicién segun la reivindicacion 3 6 4, en la que la base hidréfila es seleccionada de entre CARBOPOL-940
o VISCOAT.

6. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende ademds unos materiales
potenciadores de la penetracion seleccionados de entre CREMOPHOR y TWEEN 80.

7. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el pH estd comprendido en el
intervalo de 4 a 9, preferentemente comprendido en el intervalo de 4,5 a 7,4.

8. Composicién segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el agente es seleccionado de entre el
grupo constituido por aceptor de adicién de Michael, difenol, tiocarbamato, quinina, 1,2-ditiol-3-tiona, hidroxianisol
butilado, flavonoides, un isotiocianato, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno, etoxiquina, una cumarina, combinaciones de
los mismos o un derivado farmacolégicamente activo o analogo de los mismos.

9. Composiciéon segun la reivindicacion 8, en la que el isotiocianato comprende sulforafano, o un derivado
farmacoldgicamente activo o analogo del mismo.

10. Composicién segun la reivindicaciéon 8, en la que la 1,2-ditiol-3-tiona comprende oltipraz, o un derivado
farmacolégicamente activo o anélogo del mismo.

11. Composicién segun la reivindicacion 8, en la que el flavonoide comprende quercetina o un derivado
farmacoldgicamente activo o analogo de la misma.

12. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion es preparada para la
inyeccién intraocular, o para la implantacién de un dispositivo de suministro de liberacién lenta o para la
administracién topica, u oral, o intranasal o intraocular.
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