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DESCRIPCION
Agente preventivo o terapéutico para tratar un trastorno de la cornea y la conjuntiva.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un agente preventivo o terapéutico para usar en el tratamiento de un trastorno
queratoconjuntival tal como el del ojo seco, que comprende 2-fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o una de sus
sales como ingrediente activo.

Antecedentes de lainvencion

La cornea es un tejido avascular transparente que tiene un didmetro de 1 cm aproximadamente y un grosor de 1 mm
aproximadamente, al tiempo que la conjuntiva es una membrana mucosa que cubre la superficie del globo del ojo,
por detras del margen corneal, y la cara posterior del parpado. Es sabido que la cérnea y la conjuntiva afectan de
modo importante a la funciéon visual. Los trastornos queratoconjuntivales causados, debidos a diversas
enfermedades tales como la Ulcera corneal, la queratitis, la conjuntivitis y el ojo seco, pueden afectar adversamente
a la construccion normal del epitelio y, ademds, pueden dafar estructuras y funciones del estroma corneal y del
endotelio cuando se retarda la reparacion de estos trastornos vy, alternativamente, cuando estos trastornos se
prolongan sin realizar la reparacion de algunas causas. Esto es debido a que la cérnea y la conjuntiva son tejidos
conectados, En estos Ultimos afios, con el desarrollo de la biologia celular, han sido esclarecidos factores que
participan en la proliferacién, emigracion, adherencia, extension y diferenciacion celular, y factores semejantes, y se
ha informado de que estos factores desempefian un papel importante en la reparacion de los trastornos corneales
(Japanese Review of Clinical Ophthalmology, 46, 738-743 (1992); Ophthalmic Surgery, 5, 719-727 (1992)).

Por otra parte, en la publicacién Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100 (13), 7919-7924 (2003), se describe que la 2-fenil-
1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona (Denominaciéon Comun Internacional: ebseleno, denominado en lo sucesivo
“ebseleno”), posee actividad antioxidante, y el documento JP-A-2001-261555 describe que el ebseleno es eficaz
como agente terapéutico para el tratamiento de la arteriosclerosis cerebral y del fallo circulatorio cerebral crénico.

El documento US-A-4.778.814 describe el uso del compuesto 2-fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona para tratar la
alergia ocular.

No obstante, no existe ningin informe de estudio sobre el efecto farmacolégico de tal compuesto en una
enfermedad del ojo tal como un trastorno queratoconjuntival.

Descripcion de lainvencién

Problemas a resolver

Es un objeto interesante la blsqueda de un nuevo uso medicinal del ebseleno.
Medios de resolucion de los problemas

Los presentes inventores han llevado a cabo estudios intensos con objeto de buscar un nuevo uso medicinal del
compuesto citado, y como resultado, han encontrado que el compuesto mencionado o una de sus sales pone de
manifiesto un efecto excelente de prevencion y mejora de un dafio corneal en un ensayo de determinacion del
efecto terapéutico utilizando modelos de trastornos corneales, y asi ha sido realizada la presente invencion. Al
mismo tiempo, se llevo a cabo el mismo ensayo utilizando compuestos conocidos que poseen un efecto antioxidante
similar al del ebseleno. No obstante, el ebseleno puso de manifiesto un efecto muy superior al de esos compuestos
conocidos, lo que apoya la excelente utilidad del ebseleno,

Es decir, la presente invencion esta dirigida hacia un agente preventivo o terapéutico para usar en el tratamiento de
un trastorno queratoconjuntival tal como el del ojo seco., que comprende ebseleno o una de sus sales como
ingrediente activo.

El ebseleno de la presente invencién es un compuesto heterociclico condensado representado mediante la férmula
quimica estructural (1) que sigue:

[o]
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La sal del compuesto citado no esta limitada especialmente en tanto sea una sal aceptable desde el punto de vsta
farmacéutico, y sus ejemplos incluyen sales con un acido inorganico tal como el acido clorhidrico, el acido nitrico o el
acido sulfarico y sales con un acido orgéanico tal como el acido acético, el acido fumarico, el acido maleico, el acido
succinico o el acido tartarico, y semejantes. A la vez ,el compuesto citado puede estar en la forma de un solvato.

En la presente invencion, el trastorno queratoconjuntival significa el del ojo seco. Ademas, el trastorno del ojo seco,
como se establece en esta memoria, significa la produccién disminuida de lagrimas, xeroftalmia, deficiencia de las
lagrimas, sindrome de Sjogren, queratoconjuntivitis sicca, sindrome de Stevens-Johnson, disfuncién de las
glandulas lagrimales, disfuncion de las glandulas de Meibonio, blefaritis, un trastorno queratoconjuntival debido a
una operacién VDT (terminal de exposicion visual), cirugia, un farmaco, un dafio externo, el uso de lentes de
contacto, o de sintomas acompafiados por el trastorno queratoconjuntival

El agente preventivo o terapéutico de la presente invencion para tratar un trastorno queratoconjuntival, puede ser
administrado o bien por via oral o bien por via parenteral (instilacion, administracion transdérmica, o semejante).
Los ejemplos de las férmas farmacéuticas de administracion incluyen: gotas para los ojos, pomadas oftamicas,
pormadas para la piel, inyecciones, comprimidos, cépsulas, granulos, granulos finos, o polvos. Estas formas
farmacéuticas pueden prepararse empleando cualquiera de las técnicas ampliamente utilizadas. Por ejemplo, las
gotas para los ojos pueden prepararse utilizando un agente de tonicidad tal como el cloruro sédico o la glicerina
concentrada, un tampoén tal como fosfato sédico o acetato sédico, un agente tensioactivo tal como el monooleato de
sorbitan polioxietilenado, estearato de poloxil 40 6 aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado, un establizante tal
como citrato sddico o edetato sodico, un agente conservante tal como cloruro de benzalconio o parabeno, segun se
necesite. El pH de las gotas para los ojos esta permitido en tanto en cuanto esté comprendido dentro del intervalo
aceptable de una preparacion oftdmica, pero estd comprendido, preferiblemente, en el intervalo desde 4 a 8.

La pomada oftadlmica puede prepararse con uno de los vehiculos ampliamente utilizados para ello tal como parafina
blanca blanda o parafina liquida. Los preparados para administrar por via oral tales como comprimidos, capsulas,
granulos, granulos finos y polvos, pueden prepararse utilizando un diluyente tal como lactosa, celulosa
microcristalina, almidén o aceite vegetal, un lubricante tal como estearato magnésico o talco, un aglutinante tal como
hidroxipropilcelulosa o polivinilpirrolidona, un agente de desintegracion tal como carboximetilcelulosa célcica o
hidroxipropilmetilcelulosa de bajo grado de sustitucion, un agente de revestimiento tal como
hidroxipropilmetilcelulosa, macrogol o una resina de silicona, o un agente que forma peliculas tal como una pelicula
de gelatina, segun sea necesario.

La dosis del compuesto citado puede seleccionarse apropiadamente dependiendo de los sintomas, edad, forma
farmacéutica de administracion y semejantes. En el caso de gotas para los ojos, éstas pueden instilarse una o
varias veces al dia en una concentracion desde 0,000001 a 1% (p/v), preferiblemente desde 0,0001 a 0,1% (p(v). En
el caso de una preparacion oral, la misma puede ser administrada de una vez o dividida en varias veces, en una
dosis, generalmente, desde 0,1a 5.000 mg por dia, preferiblemente desde 1 a 1.000 mg por dia.

Ventaja de la invencion

Como se indica mas adelante al llevar a cabo el ensayo farmacolégico que se describe, el ebseleno pone de
manifiesto un efecto excelente de prevencion y mejora en modelos de trastorno corneal. Por consiguiente, el
ebseleno es Util como agente de prevencion o terapéutico para tratar un trastorno queratoconjuntival tal como el del
0j0 seco.

Modo mejor de llevar a cabo lainvencién

Mas adelante, en esta memoria, se describen los resultados de un ensayo farmacoldgico y de ejemplos de
preparacién

[ Ensayo farmacolégico ]

1. Ensayo para determinar el efecto terapéutico sobre el dafio corneal, utilizando ratas a las que se habia extirpado
la glandula lagrimal exorbital.

Empleando ratas SD macho se obtuvieron modelos de trastorno corneal segin el método de Fujihara et al. (Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 42 (1) : 96-100 (2001)). Después de obtener los modelos de trastorno corneal, se evalud la
razén de mejora del dafio corneal mediante un método (Journal of the eye 21 (1) : 87-90 (2004)) modificado con
respecto al método de Miyata et al. (Japanese Review of Clinical Ophthalmology, 48 (2) 183-188 (1994)).

(Método de ensayo)

Ratas SD macho fueron anestesiadas sistémicamente mediante la administracion de Nembutal. Seguidamente, se
extirpd la glandula lagrimal exorbital de todas las ratas y se indujo un dafio corneal durante un periodo de 2 meses.
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Después se administré ebseleno del modo que sigue. Como compuestos comparativos se administraron el
compuesto 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona, representado por la férmula (Il) que sigue (denominado en lo sucesivo
“edaravona”) y el acido (3R)-1,2-ditiolano-3-pentanoico, representado por la férmula (lll) que sigue (denominado en
lo sucesivo “acido a-lipoico”), como se indica mas adelante. Se sabe gie los compuestos edaravona y acido a-lipoico
poseen efecto antioxidante (J. Radiat. Res., 45, 319-323 (2004); J. Nutr., 133, 3327-3330 (2003)). El ebseleno
posee también el mismo efecto.. Por consiguiente, el ebselano, la edaravona y el acido o-lipoicoi poseen todos una
caracteristica comin en cuanto a que poseen tal efecto.

QWi
T [11I]
N

Q H [TIT]

Grupo de administracion de ebseleno

Una solucion salina fisioldgica que contenia ebseleno (25 nM), fue instilada en ambos ojos, 6 veces al dia durante 14
dias, (el grupo estaba constituido por 8 animales)

Grupo de administracion de edaravona

Una solucion salina fisioldgica que contenia edaravona (200 puM), fue instilada en ambos ojos, 6 veces al dia durante
14 dias (el grupo estaba constituido por 8 animales).

Grupo de administracion de &cido a-lipoico:

Una solucion salina fisiolégica que contenia acido a-lipoico (200 uM), fue instilada en ambos ojos, 6 veces al dia
durante 14 dias (el grupo estaba constituido por 8 animales).

En un grupo testigo se instilé6 solucién salina fisiolégica en ambos ojos, 6 veces al dia durante 14 dias (el grupo
estaba constituido por 8 animales)

Catorce dias después del comienzo de la instilacién, las partes dafiadas de la cornea fueron tefiidas con
fluoresceina. Para cada una de las partes de la cornea, superior, media e inferior, se evalu6 el grado de tincién con
fluoresceina empleando una puntuacion otorgada segun los criterios que se exponen a continuacion, y se calculd la
razén de mejora del dafio corneal partiendo del valor medio de las puntuaciones totales de cada una de las partes
citadas.

(Criterios de evaluacion)

0: Sin tincién punteada

1: Tincion dispersada (separada la tincion punteada)

2: Tincion moderada (estando adyacente una parte de la tincién punteada)

3: Tincion fuerte (estando apenas separada la tincion punteada)

A la vez, fueron establecidos valores intermedios (en intervalos de 0,5), entre las puntuaciones respectivas.
(Resultados)

Tomando el valor medio de las puntuaciones del grupo testigo (solucién salina fisiolégico) como tipo (razén de
mejora: 0%), y segun la ecuacion de célculo que se expone a continuacion, se calcularon las razones de mejora del
grupo al que se habia administrado ebseleno (25 uM), el grupo al que se habia administrado edaravona (200 uM) y
el grupo al que se habia administrado &cido a-lipoico (200 uM), respectivamente, que se exponen en la Tabla 1. El
valor medio de las puntuaciones es la media de las de los 8 casos de cada grupo.

Razén de mejora (%) = {(testigo) — (compuesto administrado)} / grado de dafio x 100.

Grado de dafio = (testigo) — (ojo hormal)
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[Tabla 1]
Tabla 1
Grupo de ensayo Razén de mejora (%)
Grupo de administracion de ebseleno (25 uM) 76,5
Grupo de administracion de edaravona (200 uM) 36,9
Grupo de administracién de acido a-lipoico (200 uM) 30,8
(Discusion)

Como resulta evidente de los resultados del ensayo farmacoldégico mencionado realizado utilizando ratas, el
ebseleno muestra una razén de mejora méas notable en comparacion con la de los compuestos edaravona y acido o-
lipoico. En particular, es un resultado sorprendente el que el ebseleno ponga de manifiesto una razén de mejora que
es méas de dos veces mas alta que la de la edaravona y la del &cido a-lipoico, aun cuando el ebseleno se habia
administrado en una cantidad que era la octava parte de la concentracion de ederavona y del acido a-lipoico. Asi
pues, se ha puesto de manifiesto que el ebseleno posee un efecto notable de mejora de un trastorno
queratoconjuntival.

2. Ensayo farmacolégico empleando SAMP10

Utilizando el modelo de ratén de envejecimiento acelerado P10 (denominado en lo sucesivo SAMP10), se evalu6 el
efecto del ebseleno sobre un dafio corneal, segin el método de Hirai, Shibagaki et al. (documento JP-A-2006-
104913). Al mismo tiempo, como animal testigo, se usé el SAMR1 de envejecimiento normsl.

(Método de ensayo)

El SAMP10 desarrolla un trastorno corneal al envejecer. Por consiguiente, se evalu6 el dafio corneal de SAMP10
hembra a las 16 semanas de edad (antes de observar el cambio causado por envejecimiento), y luego se comenzd
la administracién de una solucion de ebseleno o de su vehiculo. A las 8 semanas después del comienzo de la
administracion (a las 24 semanas de edad), se llevd a cabo de nuevo la misma evaluacion

Del mismo modo, se evalu6 el dafio corneal de SAMR1 hembra a las 16 semanas de edad y se comenzé la
administracion del vehiculo antes citado. Luego, a las 8 semanas después del comienzo de la administracion (a las
24 semanas de edad), se llevé a cabo de nuevo la misma evaluacion.

(Método de administracion)

Se administraron por via oral a SAMP10 hembra, suspensiones de ebseleno obtenidas por suspension de este
compuesto en una solucién acuosa de metilcelulosa al 1% (p/v) (preparada disolviendo metilcelulosa en agua
ultrapura), en una concentraciéon de 0,45 mg/ml y 4,5 mg/ml, respectivamente, en una dosis de 6,67 ul por gramo de
peso del ratén. Se determind que los dos grupos de administracién fueran un grupo de 3 mg/kg y un grupo de 30
mg/kg, respectivamente. La administracion se llevo a cabo durante 5 dias por semana (lunes, martes, miércoles,
jueves y viernes) a lo largo de un periodo de 8 semanas. Como testigo, se administro al SAMP10 por via oral, una
solucion acuosa de metilcelulosa al 1% (p/v), del mismo modo, en una dosis de 6,67 ul por g de peso de raton.
Ademas, al animal testigo, SAMR1 hembra, se administré por via oral una solucién acuosa de metilcelulosa al 1%
(p/v), del mismo modo. El nimero de animales de cada grupo de SAMP10 consistia en 11 ratones (22 ojos) y el
ndamero de SAMR1 en 8 ratones (16 0jos).

(Método de evaluacion)

Las partes dafiadas de las cérneas de SAMP10 y SAMR1 fueron tefiidas con fluoresceina inmediatamente antes y a
las 8 semanas después del comienzo de la administracion. Para cada una de las partes de la cérnea, superior,
media e inferior, se evalud el grado de tincion de la fluoresceina puntuandolo conforme a los criterios de evaluacion
descritos en el apartado 1. “Ensayo del efecto terapéutico sobre el dafio corneal, utilizando modelos de rata a las
que se habia extirpado la glandula lagrimal exorbital”, y se puntu6 el grado de dafio corneal (puntuacion maxima de
9 puntos) obteniendo las puntuaciones totales otorgadas a cada una de las partes citadas.

(Resultados)

Las puntuaciones otorgadas a la tincion con fluoresceina de SAMP10 y SAMR1 a las 16 y 24 semanas de edad, se
exponen en la Tabla 2. Las puntuaciones de la tabla estan expresadas como media + error estandar de cada grupo
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(Tabla 2)
Tabla 2
Puntuacion de la tincion con fluoresceina
Grupo Agente administrado 16 semanas de edad 24 semanas de edad

SAMR1 Vehiculo 2,44 + 0,34 1,69+0,31
Vehiculo 2,25+£0,22 4,23 + 0,43**
Ebseleno 2,61+£0,38 2,95 £0,45*
3 mg/kg

SAMP10
Ebseleno 2,45+ 0,30 2,68 + 0,33*
30 mg/kg

**p < 0,01: Comparacion con SAMRL1 (ensayo de la distribucién t de Student)
*p < 0,05: Comparacion con el grupo de SAMP10 de administracion de vehiculo (ensayo de Dunnett).
(Discusion)

Como resulta evidente de la Tabla 2, a las 16 semanas de edad no habia diferencia significativa entre el grupo de
SAMR1al que se habia administrado vehiculo y el grupo de SAMP10 al que se habia administrado vehiculo (ensayo
de la t de Student), y tampoco se observé una diferencia significativa entre los respectiuvos grupos de SAMP10 a
los que se habia administradp el farmaco. (ensayo de Tukey). A las 24 semanas de edad, se observd que la
puntuacién de la tincién estaba aumentada significativamente en el grupo de SAMP10 al que se habia administrado
vehiculo en comparacion con la del grupo de SAMR1 al que se habia administrado vehiculo. Es decir, se confirmo
que el grupo de SAMP10 desarrolla un trastorno corneal al envejecer. En estas condiciones, se observd que la
puntuacién de la tincion esta dfisminuida significativamente en ambos grupos de administracion de ebseleno, de 3
mg/kg y 30 mg/kg, en comparacion con el grupo de SAMP10 al que se habia administrado vehiculo. Por tanto, se
confirmé que el ebseleno posee un efecto de prevencién y mejora de un trastorno corneal.

Ejemplos de preparaciones
Seguidamente se indican ejemplos de preparaciones representativas obtenidas utilizando ebseleno.

Ejemplo de preparacion, 1: Gotas para los 0jos

En 100 ml
Ebseleno 10 mg
Cloruro sédico 500 mg
Agua purificada estéril g.s.

Alterando la cantidad de ebseleno a afadir, puede obtenerse un preparado de gotas para los o0jos con una
concentracion de 0,001% (p/v), 0,03% (p/v), 0,1% (p/v), 0,3% (p/v) 6 1,0% (p/v).

Ejemplo de preparacion, 2: Gotas para los ojos
En 100 ml.

Ebseleno 100 mg
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Cloruro sédico 800 mg
Hidrogenofosfato disddico 100 mg
Dihidrogenofosfato sédico g.s.
Agua purificada estéril g.s.

Alterando la cantidad de ebseleno a afadirir, puede obtenerse un preparado de gotas para los ojos con una
concentracion de 0,05% (p/v), 0,3% (p/v), 0,5% (p/v) 6 1% (p/v).

Ejemplo de preparacioén, 3: Pomada oftalmica

En 100 g,
Ebseleno 0,39
Parafina liquida 10,0 g
Parafina blanca blanda g.s.

Alterando la cantidad de ebseleno a afiadir, puede prepararse una pomada oftalmica con una concentracion de 1%
(p/p) 6 3% (p/p)

Ejemplo de preparacion, 4: Comprimido

En 100 mg
Ebseleno 1 mg
Lactosa 66, 4 mg
Amidén de maiz 20 mg
Carboximetilcelulosa célcica 6 mg
Hidroxipropilcelulosa 6 mg
Estearato magnésico 0,6 mg

Se mezclan en un aparato mezclador el ebseleno y la lactosa, se afiaden a la mezcla la carboximetilcelulosa calcica
y la hidroxipropilcelulosa, y se granula la mezcla que resulta. Los granulos obtenidos se secan y se selecciona el
tamafio de los granulos por tamizado. Depués se afiade el estearato magnésico y se mezcla con los granulos del
tamafo seleccionado, y la mezcla que resulta se somete a compresion en una maquina de comprimir. Ademas,
alterando la cantidad de ebseleno que ha de afadirse, pueden prepararse comprimidos con un contenido de
ebseleno de 0,1 mg, 10 mg 6 50 mg, en 100 mg.
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REIVINDICACIONES

1.- 2-Fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o una de sus sales, para usar para la prevencién o el tratamiento de un
trastorno queratoconjuntival, en el que el trastorno queratoconjuntival es el del ojo seco y el método de
administracion es la administracion por instilacion o la administracién oral.

2.- 2-Fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o una de sus sales, para usar segun la reivindicacion 1, en el que el
método de administracion es administracion oral.

3.- 2-Fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o una de sus sales, para usar segin la reivindicaciéon 1, en el que la
administracion se lleva a cabo utilizando gotas para los ojos, una pomada oftalmica, un comprimido, un granulo fino
0 una céapsula.

4.- 2-Fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o0 una de sus sales, para usar segln la reivindicacion 2, en el que la
administracion se lleva a cabo utilizando un comprimido, un granulo fino o una capsula.

5.- El uso de 2-fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona o una de sus sales, para fabricar un agente preventivo o
terapéutico para tratar un trastorno queratoconjuntival, en el que el trastorno queratoconjuntival es el del ojo seco y
el método de administracion es la administracion por instilacion o la administracion oral.

6.- El uso segun la reivindicacion 5, en el que el método de administraciéon es administracion oral.

7.- El uso segun la reivindicacion 5, en el que la forma farmacéutica de administracion es la de gotas para los ojos,
una pomada oftalmica, un comprimido, un granulo fino o una cépsula.

8.- El uso segun la reivindicacién 6, en el que la administracion se lleva a cabo utilizando un comprimido, un granulo
fino 0 una cépsula.
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