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DESCRIPCION
Agente profilactico o terapéutico contra enfermedades oculares acompafiadas de un trastorno del nervio éptico

La presente invencion se refiere a 2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma para su uso en un
tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad ocular acompafiada de trastorno del nervio optico, en
donde la enfermedad ocular es el glaucoma, la neuropatia éptica glaucomatosa, la constriccién glaucomatosa del
campo visual o la atrofia 6ptica glaucomatosa.

La retina tiene la funcion de recibir luz del exterior, y desempefa un papel importante para la funcién visual. La retina
es estructuralmente un tejido que tiene un grosor de 0,1 a 0,5 mm que esta compuesto de 10 capas tales como la
capa de epitelio pigmentario de la retina, la capa plexiforme interna, la capa de células ganglionares, y la capa de
fibra nerviosa. En la capa plexiforme interna, existen neuronas denominadas células amacrinas que estan
emparejadas con las neuritas de las células ganglionares para formar sinapsis. Puesto que estas neuronas
responden bien tanto al principio como al final de la irradiacién con luz, que se considera funcionan como un detector
de la intensidad de la luz. En la capa de células ganglionares, existen células ganglionares que estan presentes en la
retina mas interna (de aqui en adelante también referida como "RGC") y estan profundamente implicadas en la
visién en movimiento, la vision periférica, la vision del color, la vision de la forma, y similares. Adicionalmente, en la
capa de fibras nerviosas, los vasos de la retina que son ramas de la arteria y la vena centrales de la retina ejecutan y
desempenfian el papel de suministro de oxigeno y nutricién a las neuronas de la retina.

Cuando los vasos de la retina se ocluyen o se estrechan debido a una causa tal como espasmo, trombo, o
arteriosclerosis, se produce un trastorno en la circulacion sanguinea de la retina, y de este modo, se bloquea el
suministro de oxigeno y nutrientes a la retina o al nervio optico. Por lo tanto, se ocasionan la degeneracién o la
pérdida de neuronas de la retina, y se induce un trastorno del nervio 6ptico. Por lo tanto, el trastorno de la circulacion
sanguinea de la retina ocupa sobre todo una posicion importante en enfermedades de la retina. Los ejemplos de los
sintomas representativos que acompafian al trastorno de la circulacion sanguinea de la retina incluyen la oclusion
vascular retiniana en la que las arterias de la retina o las venas de la retina se ocluyen o se estrechan (por ejemplo
oclusion de la arteria central de la retina u oclusiéon de la ramificacion de la arteria retiniana), retinopatia diabética,
que es una de las causas de desprendimiento de retina, y neuropatia optica isquémica en la que se produce
disfuncion visual. Adicionalmente, se considera que la muerte de las células ganglionares esta profundamente
implicada también en la incidencia de degeneracion macular, la retinitis pigmentosa, la enfermedad de Leber, o
similares.

Adicionalmente, el glaucoma es una de las enfermedades oculares que causan disfuncion visual grave que conduce
a la pérdida de la visidon si no se trata adecuadamente. En el glaucoma, entre las neuronas de la retina,
particularmente las RGC resultan dafiadas selectivamente y se ocasiona el trastorno del nervio 6ptico, que da como
resultado el progreso hacia un defecto en el campo visual. Por lo tanto, se ha establecido ahora la denominada
"Neuroproteccion”, es decir, la idea de que una profilaxis del trastorno de las RGC o una terapia en la que se
suprime el trastorno de las RGC al minimo daran lugar a un tratamiento final del glaucoma (Documento No de
Patente 1).

El mecanismo detallado del trastorno del nervio éptico glaucomatoso no se ha dilucidado todavia. Sin embargo, se
han propuesto la teoria del dafio mecanico, en el que la atrofia del nervio 6ptico esta causada por la compresion
directa del nervio 6ptico debida a un aumento de la presion intraocular, y la teoria del trastorno circulatorio, en la que
el trastorno circulatorio en el disco 6ptico es la causa principal de la atrofia del nervio 6ptico, y se considera que
estos dos mecanismos basados en el dafio mecanico y el trastorno circulatorio estan relacionados de una manera
compleja. Adicionalmente, tanto el dafio mecanico y como el trastorno circulatorio ocasionan un trastorno del
transporte axonico del nervio éptico, y se considera que la interrupcion del suministro de un factor neurotréfico que
acompafa a este trastorno del transporte axénico es una de las causas del trastorno de las RGC (Documento No de
Patente 2). Ademas, el glutamato es uno de los neurotransmisores de la retina, sin embargo, se considera que el
exceso de activacion de la cascada de sefalizacion de glutamato por cualquier causa es también una de las causas
del trastorno de las RGC (Documento No de Patente 3).

En consecuencia, si existe un farmaco que tenga un efecto protector sobre neuronas de la retina tales como las
RGC, se espera que éste sea Util para la profilaxis o la terapia de una enfermedad ocular acompafiada de trastorno
del nervio 6ptico, tal como el glaucoma, la neuropatia 6ptica glaucomatosa, la constriccion glaucomatosa del campo
visual, la atrofia optica glaucomatosa, la oclusién vascular retiniana, la retinitis pigmentosa, o la enfermedad de
Leber.

Por otro lado, la 2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona (nombre genérico: Ebselen, en adelante también
denominado "Ebselen") tiene un efecto antioxidante, y se ha referido que es util para la arteriosclerosis cerebral y la
insuficiencia circulatoria cerebral cronica, y para activar el transporte de glutamato en las neuronas motoras
(Documento No de Patente 4 y Documentos de Patente 1y 2). Adicionalmente, se ha informado de que Ebselen es
util para un trastorno queratoconjuntival tal como el ojo seco o queratopatia punteada superficial (Documento de
Patente 3).
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Como informe del estudio del efecto farmacoldgico de Ebselen sobre las células de la retina, el Documento No de
Patente 5 informa de que, en un modelo de conejo de isquemia/reperfusion, Ebselen atenud la reduccion de las
ondas b del electrorretinograma (ERG) después de la isquemia/reperfusion. Este informe sdlo informa del efecto de
Ebselen sobre las células fotorreceptoras (células visuales) situadas en el lado exterior del tejido de la retina (en el
lado del tejido de la membrana coroidea), y no describe ni sugiere en absoluto el efecto farmacolégico de Ebselen
sobre las RGC situadas en el lado interior del tejido de la retina (en el lado del cuerpo vitreo). Las RGC constituyen
solo una pequefia porcion del tejido de la retina, en otras palabras, representan solo aproximadamente 1% de las
neuronas que constituyen la retina. Adicionalmente, el tejido de la retina se provee de sangre de dos sistemas
vasculares. Las células fotorreceptoras se proveen de sangre de los capilares de la coroides, y las RGC se proveen
de sangre de los capilares de la arteria central de la retina. También desde estos puntos de vista, se considera que
el Documento No de Patente 5 solo estudia el efecto de Ebselen sobre la capa exterior del tejido de la retina, y no
estudia el efecto farmacoldgico de Ebselen sobre las RGC.

Adicionalmente, el Documento No de Patente 6 informa de que Ebselen inhibia la muerte celular causada por la
excitotoxicidad del glutamato en las células de la retina de pollo en una fase embrionaria utilizando las células. Como
se describid anteriormente, las RGC constituyen solo una pequefia porcion del tejido de la retina, y por lo tanto, el
efecto farmacolégico que tiene Ebselen sobre las RGC en realidad sigue siendo desconocido aunque se ha
estudiado el efecto de Ebselen en todo el tejido de la retina.

Como se describié anteriormente, no existe ningun informe que estudie el efecto farmacolégico de Ebselen sobre las
RGC. Asimismo, los documentos de la técnica anterior antes mencionados no sugieren el efecto farmacoldgico de
Ebselen sobre la profilaxis o la terapia de una enfermedad ocular acompainada de trastorno del nervio éptico, tal
como el glaucoma, la neuropatia 6ptica glaucomatosa, la constriccion glaucomatosa del campo visual, la atrofia
optica glaucomatosa, la oclusion vascular retiniana, la retinitis pigmentosa, o la enfermedad de Leber.

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

Documento de Patente 2: WO 2004/071419

Documento de Patente 3: WO 2006/123676

Documento No de Patente 1: Ophtalmology, 40, 251-273, 1998

Documento No de Patente 2: Ophtalmology, 44, 1413-1416, 2002

Documento No de Patente 3: Surv. Ophtalmol., 48, S38-S46, 2003

Documento No de Patente 4: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100(13), 7919-7924 (2003)
Documento No de Patente 5: FASEB Journal, 2004, 18, 4-5, abst. 429.13.
Documento No de Patente 6: Brain Research, 2005, 1039, 146-152

En resumen, es un asunto interesante buscar un nuevo uso farmacéutico de Ebselen.

Los autores de la presente invencion realizaron estudios exhaustivos para buscar un nuevo uso farmacéutico de
Ebselen y encontraron que, como se describe mas adelante, Ebselen aumenta el nivel de expresion de un gen de
una enzima metabolizadora de xenobidticos de fase Il o una enzima antioxidante, que esta regulada induciblemente
por Nrf2 ("Factor 2 relacionado con Nf-E2r" por Nf-E2r related Factor 2) en las neuronas de la retina y suprime una
disminucioén en el numero de células en la capa de RGC de una manera dependiente de la dosis en un modelo de
isquemia/reperfusion que se utiliza ampliamente como modelo de glaucoma, y de este modo se completd la presente
invencion.

Es decir, la presente invencidon se refiere a un agente profilactico o terapéutico para una enfermedad ocular
acompafada por trastorno del nervio optico, tal como el glaucoma, la neuropatia optica glaucomatosa, la
constriccion glaucomatosa del campo visual, la atrofia 6ptica glaucomatosa, que comprende Ebselen o una sal del
mismo como ingrediente activo. En particular, la presente invencion es Util como agente profilactico o terapéutico
para una enfermedad ocular acompafiada de trastorno de las células ganglionares de la retina tales como el
glaucoma, la neuropatia optica glaucomatosa, la constriccion glaucomatosa del campo visual, o la atrofia 6ptica
glaucomatosa, en el que las RGC se dafian selectivamente y se ocasiona un trastorno del nervio 6ptico.

Cuando se realiz6 un ensayo descrito a continuacion, se demostré que Ebselen aumenta los niveles de expresion de
los genes diana cuya expresion esta regulada por Nrf2, es decir, los genes de glutamato cisteina ligasa, subunidad
modificadora (en adelante también referida como "GCLM"), tiorredoxina reductasa (en adelante también referida
como "TRxR"), hemo oxigenasa 1 (en adelante también referida como "HO1"), y NAD(P)H quinona oxidorreductasa
1 (en adelante también referida como "NQO1"), en la muerte de neuronas de la retina cultivadas derivadas de feto
de rata. Es decir, Ebselen tiene la capacidad de activar Nrf2 y regula induciblemente la expresion de los genes de un
enzima metabolizadora de xenobidticos de fase Il (por ejemplo, NQO1) y una enzima antioxidante (por ejemplo,
HO1) en neuronas de la retina cultivadas derivadas de feto de rata. Adicionalmente, cuando se estudio el efecto de
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Ebselen sobre la muerte de las RGC inducida por isquemia/reperfusion de la retina descrita mas abajo, Ebselen
suprimioé la muerte de RGC.

Por consiguiente, Ebselen tiene la capacidad de activar Nrf2 y mejora el dafio de RGC regulando induciblemente la
expresion de los genes de una enzima metabolizadora de xenobidticos de fase Il y una enzima antioxidante, y por lo
tanto es util como un agente profilactico o terapéutico para una enfermedad ocular acompafiada de trastorno del
nervio éptico.

El Ebselen que sirve como ingrediente activo de la presente invencion es un compuesto heterociclico condensado
representado por la siguiente férmula quimica estructural [I].

0

/N [11]
Se

Adicionalmente, la sal de Ebselen no esta particularmente limitada siempre y cuando sea una sal farmacéuticamente
aceptable, y sus ejemplos incluyen una sal con un acido inorganico tal como acido clorhidrico, acido nitrico, o acido
sulfurico; y una sal con un acido organico tal como acido acético, acido fumarico, acido maleico, acido succinico, o
acido tartarico. El Ebselen puede estar en la forma de un solvato.

En la presente invencion, la "enfermedad ocular acompafiada de trastorno del nervio 6ptico" incluye glaucoma,
neuropatia optica glaucomatosa, constriccion glaucomatosa del campo visual, y atrofia dptica glaucomatosa.

En la presente invencién, el término "neuronas de la retina" representa neuronas implicadas en la transmisién de
sefiales visuales al cerebro, y representa especificamente células visuales, células horizontales, células bipolares,
células ganglionares de la retina, células amacrinas, y similares.

En la presente invencioén, el término "proteccion de neuronas de la retina" no solo representa la supresion de la
muerte de las neuronas de la retina y/o la hipofuncion de las neuronas de la retina que se produce por cualquier
causa, sino que también representa la profilaxis de la muerte de neuronas de la retina y/o la hipofuncion de las
neuronas de la retina que pueden producir en el futuro.

En la presente invencion, el término "proteccion de las células ganglionares de la retina" no solo representa la
supresion de la muerte de las células ganglionares de la retina y/o la hipofuncién de las células ganglionares de la
retina que se produce por cualquier causa, sino que también representa la profilaxis de la muerte de células
ganglionares de la retina y/o hipofuncién de las células ganglionares de la retina que se pueden producir en el futuro.

En la presente invencion, el término "muerte de las neuronas de la retina" representa la apoptosis y/o necrosis de las
neuronas de la retina, y concretamente representa la apoptosis de las neuronas de la retina.

En la presente invencion, el término "muerte de las células ganglionares de la retina" representa la apoptosis y/o
necrosis de las células ganglionares de la retina, y concretamente representa la apoptosis de las células
ganglionares de la retina.

El Ebselen se puede formular en una Unica preparacion o en una preparacion combinada mediante la adicién de un
aditivo farmacéuticamente aceptable segun sea necesario utilizando una técnica ampliamente empleada.

Cuando se utiliza Ebselen para la profilaxis o la terapia de la enfermedad ocular antes mencionada, éste se puede
administrar a un paciente oralmente o parenteralmente. Los ejemplos de la ruta de administracion incluyen la
administracion oral, la administracién tépica a los ojos (tal como la administracion mediante instilacion, la
administracion en el saco conjuntival, la administraciéon intravitrea, la administracion subconjuntival, y la
administracion sub-Tenon), la administracion intravenosa y la administracion transdérmica. Adicionalmente, éste se
formula en una forma de dosificacion adecuada para la administracion junto con un aditivo farmacéuticamente
aceptable segin sea necesario. Los ejemplos de la forma de dosificacion adecuada para la administracion oral
incluyen un comprimido, una capsula, un granulo, y un polvo, y los ejemplos de la forma de dosificacion adecuada
para la administracion parenteral incluyen inyectables, gotas para los ojos, pomadas oftalmicas, un parche, un gel, y
un inserto. Estos se pueden preparar utilizando una técnica comun ampliamente utilizada en este campo.
Adicionalmente, el Ebselen también se puede formular en una preparacién para implante intraocular o una
preparacion DDS (sistema de suministro de farmacos) tal como una microesfera distinta de aquellas preparaciones.

Por ejemplo, el comprimido se puede preparar seleccionando y utilizando apropiadamente un diluyente tal como
lactosa, glucosa, D-manitol, hidrogenofosfato de calcio anhidro, almidén, o sacarosa; un disgregante tal como
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa calcica, croscarmelosa sddica, crospovidona, almidén, almidén
parcialmente pregelatinizado, o hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion; un aglutinante tal como
hidroxipropilcelulosa, etilcelulosa, goma arabiga, almidén, almidén parcialmente pregelatinizado, polivinilpirrolidona,
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o poli(alcohol vinilico); un lubricante tal como estearato de magnesio, estearato de calcio, talco, dioxido de silicio
hidratado, o un aceite hidrogenado; un agente de recubrimiento tal como sacarosa purificada,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, o polivinilpirrolidona; una sustancia
aromatizante tal como acido citrico, aspartamo, acido ascérbico, o mentol; o similares.

El inyectable se puede preparar seleccionando y utilizando un agente de tonicidad tal como cloruro de sodio; un
tampon tal como fosfato de sodio; un tensioactivo tal como monooleato de polioxietilensorbitan; un agente viscoso tal
como metilcelulosa; o similares, segun sea necesario.

La gota ocular se puede preparar seleccionando y utilizando un agente de tonicidad tal como cloruro de sodio o
glicerina concentrada; un tampon tal como fosfato de sodio o acetato de sodio; un tensioactivo tal como monooleato
de polioxietilensorbitan, estearato de polioxilo 40, o aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado; un estabilizante tal
como citrato de sodio o edetato de sodio; un conservante tal como cloruro de benzalconio o parabeno; o similares,
segun sea necesario. Se permite un pH de la gota siempre y cuando esté dentro del intervalo que es aceptable como
preparacion oftalmica, pero esta general preferiblemente en el intervalo de 4 a 8. Adicionalmente, la pomada
oftalmica se puede preparar con una base ampliamente utilizada tal como vaselina blanca o parafina liquida.

El inserto se puede preparar pulverizando y mezclando un polimero biodegradable tal como hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, un polimero de carboxivinilo, o poli(acido acrilico) junto con Ebselen y moldeando por
compresion el polvo resultante. Si es necesario, se pueden utilizar un excipiente, un aglutinante, un estabilizador, o
un agente de ajuste del pH. La preparaciéon para implante intraocular se puede preparar utilizando un polimero
biodegradable tal como poli(acido lactico), poli(acido glicélico), un copolimero de acido lactico-acido glicdlico, o
hidroxipropilcelulosa.

La dosis de Ebselen se puede cambiar adecuadamente dependiendo de la forma de dosificacion, la gravedad de los
sintomas, la edad o el peso corporal del paciente que necesite la administracion, la opinion médica, y similares. En el
caso de la administracion oral, se puede administrar generalmente a un adulto de una vez o dividido en varias veces
a una dosis de 0,01 a 5000 mg, preferiblemente de 0,1 a 2500 mg, mas preferiblemente de 0,5 a 1000 mg por dia.
En el caso del inyectable, se puede administrar generalmente a un adulto de una vez o dividido en varias veces a
una dosis de 0,0001 a 2000 mg por dia. En el caso de la gota ocular o del inserto, en general se puede administrar
una vez o varias veces al dia, una preparacion que contiene el ingrediente activo en una cantidad de 0,000001 a
10% (p/v), preferentemente de 0,00001 a 1% (p/v), mas preferiblemente de 0,0001 a 0,1% (p/v). Adicionalmente, en
el caso de un parche, se puede aplicar un parche que contiene el ingrediente activo en una cantidad de 0,0001 a
2000 mg a un adulto, y en el caso de la preparacion para implante intraocular, se puede implantar en el ojo de un
adulto una preparacion para implante intraocular que contiene el ingrediente activo en una cantidad de 0,0001 a
2000 mg.

En lo sucesivo, se mostraran los resultados de los ensayos 1y 2 y los ejemplos de preparacion. Sin embargo, estos
ejemplos son para comprender bien la presente invencion, y no estan destinados a limitar el alcance de la presente
invencion.

Ejemplos

Ensayo 1: Estudio de la capacidad de inducir la expresiéon de genes de la enzima metabolizadora de xenobidticos de
fase Il y de la enzima antioxidante utilizando un sistema de cultivo de neuronas de la retina derivadas de feto de rata

Se evalud la capacidad de Ebselen para inducir la expresién de genes de una enzima metabolizadora de
xenobidticos de fase Il y una enzima antioxidante utilizando un sistema de cultivo de neuronas de retina derivadas de
feto de rata (Brain Res. 2003; 967:257-66). Por lo demas, el sistema de cultivo de neuronas de retina derivadas de
feto de rata se ha usado extensivamente como una técnica para el cultivo de neuronas de la retina y se ha utilizado
ampliamente como una de las herramientas para el estudio de enfermedades del nervio 6ptico, tales como el
glaucoma.

Método de evaluacion

Se aislaron neuronas de la retina de un feto de rata (Slc: Wistar/ST, 18 dias de edad) y se sembraron en un
cubreobjetos de plastico recubierto con polietilenimina. A continuacion, las células se cultivaron durante 3 dias en
medio esencial minimo de Eagle con un suplemento de suero bovino fetal al 10%. Después de eso, se afiadio a esto
un disolvente (etanol al 0,1%) o Ebselen para producir una concentracion final 25 uM, y las células se incubaron en
el medio de cultivo. Por lo demas, el cultivo se llevé a cabo en condiciones de 37°C y CO2 al 5%. El medio de cultivo
se retird a las 4, 8, o 12 horas después del comienzo de la incubacién. Se preparé una mezcla disolvente afiadiendo
B-mercaptoetanol al 1% (v/v) (fabricado por BioRad, Num. de Cat. 161-0710) a tampdn RLT unido a RNeasy Mini Kit
(250) (fabricado por QIAGEN, Num. de Cat. 74106), y las neuronas de la retina sobre el cubreobjetos de plastico se
lisaron con la mezcla disolvente preparada de este modo. EI ARN total se extrajo del producto lisado celular
resultante de acuerdo con el protocolo adjunto al RNeasy Mini Kit (250), y el ADNc se sintetiz6 utilizando el kit de
reactivos ExScript™ RT (fabricado por TAKARA, Num. de Cat. RR035B). De acuerdo con el protocolo adjunto a
SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real Time) (fabricado por TAKARA, Num. de CatRR041B), se mezclaron SYBR
Premix Ex Taq (Perfect Real Time), Colorante de Referencia ROX, el ADNc sintetizado, y cada par de cebadores de
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la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (en adelante también referida como "GAPDH"), GCLM, TRxR, HO-1, o
NQO-1 (fabricado por Nihon Gene Research Laboratories Inc.), y la reaccién de PCR se llevé a cabo utilizando un
sistema de PCR cuantitativa (fabricado por Applied Biosystems, nombre del sistema: ABI PRISM 7000), y se midi6 el
nivel de expresion de cada uno de los genes de GAPDH, GCLM, TRxR, HO-1, y NQO-1. A partir de los resultados
obtenidos, se calculé un nivel de expresion relativo de cada gen diana mediante la normalizacion del nivel de
expresion de cada gen diana con el nivel de expresion de GAPDH, que es un gen constitutivo de acuerdo con la
ecuacion 1. Adicionalmente, se obtuvo una razén de induccién (%) de cada gen diana para el grupo de vehiculo
dividiendo el valor del nivel de expresion de cada gen en el grupo con Ebselen 25 uyM por un valor medio del nivel de
expresion del mismo gen en el grupo de vehiculo de acuerdo con la ecuacion 2. Cada dato se mostré como la media
+ desviacion tipica de tres experimentos independientes.

Por lo demas, las secuencias de los respectivos cebadores utilizados en esta evaluacién son las siguientes.

[Tabla 1]
Nombre Secuencia de nucledtidos
GGGCTCATGACCACAGTCCA
par de cebadores GAPDH
CACGCCACAGCTTTCCAGAG

GTGTGATGCCACCAGATTTGAC
CCTGGAAACTTGCCTCAGAGAG

par de cebadores GCLM

AATTTCCGGCAGTGTGTGTCC
par de cebadores TRxR

ACCCAAGAGCCATGCAATGAG
par de cebadores HO-1 GTGCTCGCATGAACACTCTGG

AGTGCCTGCAGCTCCTCAAAC

par de cebadores NQO-1 GGAAGCTGCAGACCTGGTGATA

GCATACGTGTAGGCGAATCCTG

[Ecuacion 1]

Nivel de expresion relativo de cada gen diana = (Nivel de expresion de cada gen / Nivel de expresion de
GAPDH)

[Ecuacion 2]

Razén de induccién de cada gen diana con respecto al grupo de vehiculo (%) = (Nivel de expresién de cada gen
en el grupo con Ebselen 25 uM / Nivel de expresion de cada gen en el grupo de vehiculo)

(Resultados)

Los resultados se muestran en la Tabla 2. Como resulta evidente a partir de la Tabla 2, se demostré que Ebselen
aumenta los niveles de expresién de los genes de GCLM, TRxR, HO-1, y NQO-1, que son una enzima
metabolizadora de xenobidticos de fase Il 0 una enzima antioxidante en sistema de cultivo de neuronas de la retina
derivadas de feto de rata.
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[Tabla 2]

Razo6n de induccion de la expresion de cada gen en el grupo con Ebselen 25 uM con respecto al
grupo de vehiculo (%: media * desviacion tipica)

Nombre de cada Después de 4 horas Después de 8 horas Después de 12 horas
gen
GCLM 198 £ 18 194 + 14 172 £13
TRxR 225 + 11 193+ 13 301 + 26
HO-1 1263 + 365 1458 + 307 1311 £ 237
NQO-1 450 + 74 937 + 183 1266 + 212

Ensayo 2: Ensayo Farmacoldgico utilizando un modelo de rata de dafio a la retina inducido por isquemia/reperfusion

La utilidad de Ebselen contra el dafio a la retina por isquemia/reperfusion se evalué utilizando un modelo de rata de
dafo a la retina inducido por isquemia/reperfusion (Ophthalmologica. 1991; 203: 138-147) como modelo para
estudiar el efecto sobre el dafio a la retina inducido por isquemia/reperfusion. Por lo demas, el modelo de rata de
dafio a la retina inducido por isquemia/reperfusion es un modelo animal en el que se induce isquemia en la retina
mediante la aplicaciéon de presion hidraulica al segmento anterior del ojo, y después de un periodo determinado de
tiempo, se vuelve a perfundir el flujo de sangre mediante la liberacion de la presion hidraulica, y es ampliamente
utilizado como uno de los modelos animales del trastorno del nervio éptico causado principalmente por el glaucoma.

(Método de Produccién para el modelo de rata de dafio a la retina inducido por isquemia/reperfusion y Método de
Evaluacion)

Se instil6 una solucion oftalmica de hidrato de sulfato de atropina al 1% p/v (fabricado por Nihon Tenganyaku, Co.
Ltd., nombre del producto: Solucidon Oftalmica Nitten ATROPINE al 1%) en el ojo de una rata (Slc: SD, macho,
aproximadamente 7 semanas de edad) para causar midriasis, y se indujo anestesia general permitiendo que la rata
inhalara un gas obtenido mediante la vaporizacion de halotano (fabricado por Takeda Pharmaceutical Company
Limited, nombre del producto: Fluothane) al 3% (v/v) mediante una mezcla de gases (2 L/min) de oxigeno al 100%
(v/v) (0,5 I/min) y oxido nitroso al 100% (v/v) (1,5 L/min), y la anestesia se mantuvo en condiciones de halotano al 1%
(v/v). Se colgé del techo un recipiente de infusion que contenia solucién salina fisiolégica (fabricada por Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd., nombre del producto: solucion salina normal Otsuka), y se insertd una aguja de inyeccion
de 30 G conectada al recipiente a través de un tubo en la camara anterior, y de este modo, se aplicé una presion
hidraulica de 130 mm de Hg para inducir la isquemia. Cuarenta y cinco minutos mas tarde, se retiré la aguja de
inyeccion, y el flujo sanguineo de la retina se volvid a perfundir. Siete dias después del tratamiento de
isquemia/reperfusion, se administré intraperitonealmente una solucién inyectable de pentobarbital sédico (fabricado
por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd., nombre del producto: solucion inyectable de Nembutal) a la rata a una
dosis de 100 mg/kg para lograr la anestesia general, y se enucled el globo ocular. El globo ocular enucleado se fijo
por medio de un liquido mixto de glutaraldehido al 25% (p/v) y formalina tamponada neutra al 10% (p/v)
(glutaraldehido : formalina tamponada neutra = 1:9). El globo ocular fijado se incluyé en parafina y se corté en
secciones, por medio de lo cual se prepararon secciones de la retina (grosor: 3 um). Las secciones se tifieron con
hematoxilina-eosina. Se prepararon 8 secciones de retina con un intervalo de 45 ym por ojo de manera que la
cabeza del nervio 6ptico estuviera contenida en ellas. De las 8 secciones, se seleccionaron arbitrariamente 3
secciones, y con respecto a las secciones seleccionadas, se tomé una fotografia de la retina en el intervalo de 1 a
1,5 mm en el lado izquierdo o derecho desde la cabeza del nervio 6ptico, y se midio el nimero de células en la capa
de células ganglionares de la retina. Después de eso, de acuerdo con la ecuaciéon 3, se calcul6 una razén de
supresion (%) de Ebselen contra la disminucién en el nimero de células en la capa de células ganglionares de la
retina causada por el dafio mediante isquemia/reperfusién de manera que el numero de células en el grupo no
tratado se tomo6 como el 100%, y el niumero de células en el grupo en el que el vehiculo (solucidon de metilcelulosa al
1% p/v) se habia administrado oralmente a la rata sometida al tratamiento de la isquemia/reperfusion se tomé como
0%. Por lo demas, el niumero de animales en cada grupo es de 6 a 8 (de 6 a 8 ojos).

[Ecuacion 3]

Razén de supresion contra la disminucion del nimero de células en la capa de células ganglionares de la retina
(%) = (NX -NV/(NU - NV) x 100

NU: Numero de células en la capa de células ganglionares en el grupo no tratado

NV: Numero de células en la capa de células ganglionares en el grupo en el que el vehiculo se habia administrado
oralmente a la rata sometida al tratamiento de isquemia/reperfusion

NX: Numero de células en la capa de células ganglionares en el grupo en el que el farmaco se habia administrado
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oralmente a la rata sometida al tratamiento de isquemia/reperfusion
(Método de administracion)
Grupo de administracién de vehiculo:

Se administré oralmente una solucidon de metilcelulosa al 1% (p/v) (preparada disolviendo metilcelulosa en agua
purificada) repetidamente dos veces al dia durante 12 dias de 5 dias antes a 6 dias después de la fecha del
tratamiento de isquemia/reperfusion.

Grupo de administracién de Ebselen:

Se administré oralmente Ebselen suspendido en un una solucion de metilcelulosa al 1% (p/v) repetidamente dos
veces al dia durante 12 dias de 5 dias antes a 6 dias después de la fecha del tratamiento de isquemia/reperfusion a
una dosis de 3 o 30 mg/kg.

(Resultados)

Los resultados se muestran en la Tabla 3. Como resulta evidente a partir de la Tabla 3, se demostré que Ebselen
suprime la disminucién en el nimero de células en la capa de células ganglionares de la retina de una manera
dependiente de la dosis en el modelo de rata de dafio a la retina inducido por isquemia/reperfusion.

[Tabla 3]

Razén de supresion contra la disminucién en el nimero de células en la capa de células

Constitucion del grupo ganglionares de la retina (%)

Ebselen |3 mg/kg/dia 38,0
30 mg/kg/dia 59,7
(Discusion)

A partir de los resultados anteriores, el Ebselen aumento los niveles de expresion de los genes de GCLM, TRrxR,
HO-1, y NQO-1, que son una enzima metabolizadora de xenobidticos de fase Il o una enzima antioxidante y estan
regulados induciblemente por Nrf2 en las neuronas de la retina, y también suprimié la disminucién en el nimero de
células en la capa de células ganglionares de la retina de una manera dependiente de la dosis en el modelo de
isquemia/reperfusion que se utiliza ampliamente como un modelo de glaucoma. Es decir, se demostré que Ebselen
tiene un notable efecto profilactico o de mejora sobre una enfermedad ocular acompafiada por trastorno del nervio
optico, tales como el glaucoma, la neuropatia éptica glaucomatosa, la constriccion glaucomatosa del campo visual,
la atrofia optica glaucomatosa, el trastorno del nervio éptico causado por insuficiencia circulatoria de la sangre, el
trastorno isquémico del nervio éptico, la oclusién de la arteria central de la retina, la oclusién de la ramificacién de la
arteria retiniana, la oclusion de la vena central de la retina, la oclusion de ramificacion de la vena retiniana, la retinitis
pigmentosa, la enfermedad de Leber, la retinopatia del prematuro, el desprendimiento de retina, el desprendimiento
del epitelio pigmentario de la retina, la degeneracién macular o la retinopatia diabética, en los que se produce la
muerte de las neuronas de la retina. Adicionalmente, se ha demostrado que puesto que Ebselen suprime la
disminucién del numero de células en la capa de células ganglionares de la retina de una manera dependiente de la
dosis, éste tiene un efecto profilactico o de mejora particularmente notable sobre una enfermedad ocular
acompafada de trastorno de las células ganglionares de la retina tales como glaucoma, neuropatia Optica
glaucomatosa, constriccion glaucomatosa del campo visual, o la atrofia optica glaucomatosa, en los que las RGC
resultan dafiadas de forma selectiva.

[Ejemplos de Preparacion]

Los farmacos de la presente invencion se describiran mas especificamente con referencia a los ejemplos de
preparacion, sin embargo, la presente invencion no se limita solo a estos ejemplos de preparacion.

Ejemplo de Formulacioén 1: gota ocular

en 100 ml

Ebselen 10 mg
Cloruro de sodio 900 mg
Polisorbato 80 cs
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Hidrogenofosfato disddico cs
Dihidrogenofosfato disddico cs
Agua purificada estéril cs

El Ebselen y los otros ingredientes anteriormente mencionados se afiaden a agua purificada estéril, y estos
ingredientes se mezclan bien, por medio de lo cual se prepara una gota ocular. Al cambiar la cantidad de adicion de
Ebselen, se puede preparar una gota ocular que contiene Ebselen a una concentracion de 0,05% (p/v), 0,1% (p/v),
0,5% (p/v), 0 1% (p/v) puede estar preparado.

Ejemplo de Formulacién 2: Pomada oftalmica

en 100 g

Ebselen 0,39
Parafina liquida 10,0g
Vaselina blanca cs

El Ebselen se afiade a la vaselina blanca y la parafina liquida fundidas de manera uniforme, estos ingredientes se
mezclan bien, y la mezcla resultante se enfria gradualmente, mediante por medio de lo cual se prepara una pomada
oftalmica. Cambiando la cantidad de adicion de Ebselen, se puede preparar una pomada oftalmica que contiene
Ebselen a una concentracion de 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1% (p/p), 0 3% (p/p).

Ejemplo de formulacién 3: Comprimido

en 100 mg

Ebselen 1mg
Lactosa 66,4 mg
Almidén de maiz 20 mg

Carboximetilcelulosa de calcio 6 mg
Hidroxipropilcelulosa 6 mg
Estearato de magnesio 0,6 mg

El Ebselen y la lactosa se mezclan en un mezclador, se afiaden a esto carboximetilcelulosa de calcio e
hidroxipropilcelulosa, y la mezcla resultante se granula. Los granulos obtenidos se secan, seguido de clasificacion
por tamario. A continuacion, se afiade estearato de magnesio y se mezcla con los granulos clasificados por tamafios
y la mezcla resultante se formula en comprimidos con una maquina de formacion de comprimidos. Cambiando la
cantidad de adicién de Ebselen, se puede preparar un comprimido que contiene Ebselen en una cantidad de 0,1 mg,
10 mg, 0 50 mg en 100 mg de comprimido.

Ejemplo de formulacién 4: Inyectable

en 10 ml

Ebselen 10 mg
Cloruro de sodio 90 mg
Polisorbato 80 cs
Agua purificada estéril cs

El Ebselen y el cloruro de sodio se disuelven en agua purificada estéril, por medio de lo cual se prepara un
inyectable. Cambiando la cantidad de adicion de Ebselen, se puede preparar un inyectable que contiene Ebselen en
una cantidad de 0,1 mg, 10 mg, o 50 mg en 10 ml de inyectable.

El Ebselen tiene la capacidad de activar Nrf2 y regula de manera inducible la expresion de los genes de una enzima
metabolizadora de xenobidticos de fase Il y una enzima antioxidante, mejorando de este modo el trastorno de las
RGC. Por lo tanto, el Ebselen es util como agente profilactico o terapéutico para una enfermedad ocular
acompanada de trastorno del nervio optico.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Santen Pharmaceutical
<120> Agente profilactico o terapéutico para una enfermedad acompafiada de trastorno 6ptico
<130> S1031

<140> EP 09714377.0
<141> 27-02-2009

<150> JP 2008-047099
<151> 28-02-2008

<160> 10
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 1
gggctcatga ccacagtcca 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2
cacgccacag ctttccagag 20

<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
gtgtgatgcc accagatttg ac 22

<210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
cctggaaact tgcctcagag ag 22

<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 5
aatttccggc agtgtgtgtc c

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
acccaagagc catgcaatga g

<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
gtgctcgcat gaacactctg g

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
agtgcctgca gctcctcaaa ¢

<210> 9

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
ggaagctgca gacctggtga ta

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
gcatacgtgt aggcgaatcc tg
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REIVINDICACIONES

1. 2-Fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma para su uso en un tratamiento profilactico o
terapéutico para una enfermedad ocular acompafiada de trastorno del nervio 6ptico, en donde la enfermedad ocular
es glaucoma, neuropatia Optica glaucomatosa, constriccion glaucomatosa del campo visual, o atrofia o6ptica
glaucomatosa.

2. 2-Fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
en donde la enfermedad ocular es el glaucoma.

3. 2-Fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o
2, en donde la ruta de administracion es administracién por instilaciéon, administracién intravitrea, administracion
subconjuntival, administracion en el saco conjuntival, administracién sub-Tenon, o administracion oral.

4. 2-Fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona o una sal de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o
2, en donde la forma de dosificacidon es una gota ocular, una pomada oftalmica, un inserto, un parche, un inyectable,
un comprimido, un granulo micronizado, o una capsula.
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