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DESCRIPCION
Procedimientos, composiciones, y formulaciones para el tratamiento de la enfermedad ocular tiroidea.
Antecedentes de lainvencion

La enfermedad de Graves es un trastorno comin con una incidencia en las mujeres de 1/1.000 de la
poblacién/afio. Ademas de hipertiroidismo, 25-50% de los individuos con enfermedad de Graves desarrollan
participacion clinica de los ojos, es decir, la enfermedad ocular tiroidea. La oftalmopatia de Graves (OG) es una
forma tipica de la enfermedad ocular tiroidea. Mientras que algunos pacientes con experiencia en OG sélo padecen
incomodidad ocular leve, del 3 al 5% padecen dolor intenso e inflamacién con visiéon doble o incluso la pérdida de
vision.

Los sintomas y signos clinicos de OG puede explicarse mecanicamente por el aumento en el volumen de tejido
evidente dentro de la 6rbita dsea. Los tejidos orbitarios expandidos producen desplazamiento hacia adelante del
globo y deterioro de la salida venosa y linfatica de la 6rbita. Estos cambios, junto con la produccidn local de citocinas
y otros mediadores de la inflamacion, producen exoftalmia, edema periorbitario, eritema conjuntivo y quemosis.

(Figura 1).

El documento WO 2004/103057 da a conocer composiciones farmacéuticas, procedimientos para aumentar la
frecuencia de apoptosis en las células del tejido adiposo y procedimientos de reduccion de la masa de tejido adiposo
en un anfitrion. El procedimiento WO 98/48810 da a conocer un procedimiento para mejorar la salud, la
supervivencia y el ritmo del crecimiento muscular de animales, mientras se reduce la grasa del esqueleto y se
mejora la eficiencia de la alimentacion al administrar un eutdmero practicamente puro de un agonista beta-2
adrenérgico. El documento US 2005/113456 da a conocer un procedimiento que utiliza un eutdmero Opticamente
puro de salbutamol para reducir la grasa corporal y/o el peso corporal en mamiferos y aves.

El documento WO 2004/028545 da a conocer una combinacion de un agonista beta-2 de accion prolongada y un
glucocorticoide en el tratamiento de enfermedades fibroticas. El documento WO 03/033000 da a conocer
combinaciones farmacéuticas que comprenden salmeterol y propionato de fluticasona para el tratamiento del asma.

Sumario de lainvencion

En la presente memoria se describen composiciones, formulaciones, procedimientos y sistemas para tratar la
enfermedad ocular tiroidea poniendo en contacto un depdsito especifico de grasa en el ojo con una composicién que
comprende el agonista del receptor beta-2 adrenérgico de accidon prolongada y un compuesto que reduce la
desensibilizacion del receptor beta-adrenérgico en el tejido diana al agonista del receptor beta-2 adrenérgico de
acciéon prolongada. Las formas de realizacion de la composicion se administran, por ejemplo, por inyeccion
retrobulbar (detras del o0jo) y/o por via transocular. El glucocorticosteroide tiene el efecto afiadido de reduccion de las
células inflamatorias y liberacion de citocinas inflamatorias presentes en la érbita y el tejido adiposo de la orbita.

Por consiguiente, en un aspecto en la presente memoria se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de
por lo menos un agonista beta-adrenérgico y una cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un compuesto
para la reduccidn de la desensibilizacién del receptor beta-adrenérgico para su utilizacién en la reduccion de la
acumulacién de grasa orbitaria en un paciente que necesita el tratamiento (por ejemplo, una persona que padece la
enfermedad ocular tiroidea). En algunas formas de realizacion, el paciente que necesita el tratamiento descrito
anteriormente esta padeciendo de oftalmopatia de Graves. En algunas formas de realizacién, que necesita el
tratamiento esta padeciendo distension de los muisculos extraoculares. En algunas formas de realizacién, el paciente
esta padeciendo exoftalmia.

En algunas formas de realizacion, la administracién de por lo menos el agonista beta-adrenérgico o al menos un
compuesto para reducir la desensibilizacion es parenteral, oral, intraocular, intraorbitaria, intraconal, oftadlmica,
retrobulbar, periorbitaria, topica, intramuscular, transdérmica, sublingual, intranasal o respiratoria.

En algunas formas de realizacién, al menos un compuesto para la reduccion de desensibilizacion del receptor beta-
adrenérgico se administra antes (por ejemplo, aproximadamente 3 dias a aproximadamente 7 dias antes) por lo
menos un agonista beta-adrenérgico. En algunas formas de realizacion, se administra por lo menos un compuesto
por una via de administracion intraocular, intraorbitaria, oftalmica, periorbitaria, retrobulbar o intraconal. En algunas
formas de realizacion, se administra por lo menos un compuesto en forma de una suspension de microparticulas
cristalinas.

En algunas formas de realizacion, por lo menos un compuesto se administra por via oral y por lo menos un agonista
beta-adrenérgico se administrada por via oftalmica. Por lo menos un agonista beta-adrenérgico administrado por via
oftalmica se administra en una formulacién de microparticulas cristalinas.
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En algunas formas de realizacién, por lo menos un agonista beta-adrenérgico que debe administrarse al paciente
comprende un agonista beta-adrenérgico de accién prolongada. En algunas formas de realizacion, por lo menos un
compuesto es un glucocorticosteroide y el agonista beta-adrenérgico de accion prolongada es salmeterol, formoterol
0 una combinacién de los mismos. En algunas formas de realizacion, el agonista beta-adrenérgico que debe
administrarse es un agonista beta-adrenérgico que es selectivo para el receptor beta-2 adrenérgico. En algunas
formas de realizacién, por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende salmeterol, formoterol o cualquier
combinacién de los mismos. En algunas formas de realizaciéon, por lo menos un agonista beta-adrenérgico
comprende salmeterol y la cantidad terapéuticamente eficaz de salmeterol es de aproximadamente 0,01 pg/dia a
aproximadamente 100 pg/dia (por ejemplo, aproximadamente 1 pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia,
aproximadamente 10 pg/dia a aproximadamente 100 ug/dia, o aproximadamente 50 ug/dia a aproximadamente 100
pg/dia) de salmeterol. En otras formas de realizacion, por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende
formoterol y la cantidad terapéuticamente eficaz de formoterol es de aproximadamente 0,001 pg/dia a
aproximadamente 50 pg/dia (por ejemplo, 0,01/pg/dia a aproximadamente 1,0 pg/dia, aproximadamente 0,1 pg/dia a
aproximadamente 10 pg/dia, aproximadamente 1 pg/dia a aproximadamente 20 pg/dia, o aproximadamente 5 pg/dia
a aproximadamente 40 pg/dia).

Por lo menos un compuesto para reducir la desensibilizacion del receptor beta-adrenérgico es
glucocorticosteroide. En algunas formas de realizacion, por lo menos un compuesto para reducir la desensibilizacion
del receptor beta-adrenérgico comprende dexametasona, prednisolona, metilprednisolona, propionato de fluticasona,
budesonida, cetotifeno o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas formas de realizacion, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
inmunosupresor por via intraocular, intraorbitaria, oftalmica, periocular, retrobulbar o intraconal antes de la
administracion de por lo menos un agonista beta-adrenérgico y por lo menos un compuesto para reducir la
desensibilizaciéon del receptor beta-adrenérgico. En algunas formas de realizacién, el agente inmunosupresor se
administra en forma de una suspension de microparticulas cristalinas.

En otro aspecto, en la presente invencion se proporciona una composicion que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de por lo menos un agonista beta-adrenérgico para su utilizacion en el tratamiento de la
exoftalmia.

En algunas formas de realizacion, por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende un agonista beta-
adrenérgico de accion prolongada. En algunas formas de realizacion, por lo menos un agonista beta-adrenérgico
comprende un agonista beta-adrenérgico que es selectivo para el receptor beta-2 adrenérgico. En algunas formas
de realizacion, por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende salmeterol, formoterol, bambuterol,
eformoterol, isoproterenol, albuterol o fenoterol. En algunas formas de realizacion, la composicion comprende una
mezcla de por o menos un agonista beta-adrenérgico de accion prolongada y por lo menos un agonista beta-
adrenérgico de accién a corto plazo. En algunas formas de realizacion, la composicion comprende también una
cantidad terapéuticamente eficaz de hialuronidasa.

En algunas formas de realizacion, la composicion comprende salmeterol y se administra al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de salmeterol desde aproximadamente 0,01 pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia. En otras
formas de realizacién, la composicion comprende formoterol y se administra al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de formoterol desde aproximadamente 0,001 pg/dia a aproximadamente 50 pg/dia.

En algunas formas de realizacién, la administracion de la composicion es parenteral, oral, intraocular, intraorbitaria,
periorbitaria, oftadlmica, retrobulbar, intraconal, tépica, intramuscular, transdérmica, sublingual, intranasal o
respiratoria.

En la presente memoria se describe un procedimiento para reducir la acumulacion de grasa orbitaria en un paciente
en necesidad de tratamiento administrando al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas
compuestos que estimulan la serie de reacciones del receptor adrenérgico y una cantidad terapéuticamente eficaz
de por lo menos un compuesto para reducir la desensibilizacion del receptor beta-adrenérgico. Uno o mas
compuestos que estimulan la serie de reacciones del receptor adrenérgico comprenden una catecolamina, un
antagonista alfa adrenérgico, forscolina, aminofilina o analogos de los mismos.

En otro aspecto todavia en la presente memoria se proporciona una composicion oftalmica farmacéutica que
comprende un excipiente oftalmoldgicamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de acetato de
metilprednisolona o propionato de fluticasona en forma de una suspensién de microparticulas cristalinas. En algunas
formas de realizacién, la composicion farmacéutica oftalmica comprende ademas acetato de metilprednisolona
disuelto o propionato de fluticasona disuelto. En algunas formas de realizacién, la composicién farmacéutica
oftalmica comprende ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un agonista beta-2 de accién
prolongada en forma de una suspension de microparticulas cristalinas.

En otro aspecto en la presente memoria se proporciona una composicion farmacéutica oftalmica que comprende un
excipiente oftalmicamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un agonista beta-2 de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 398 480 T3

accion prolongada en forma de una suspension de microparticulas cristalinas. En algunas formas de realizacién, por
lo menos un agonista beta-2 de accién prolongada comprende salmeterol o formoterol. En algunas formas de
realizacién, la composicién farmacéutica oftalmica comprende ademas una cantidad terapéuticamente eficaz por lo
menos de un agonista beta-2 disuelto de accion prolongada. En algunas formas de realizacién, la composicion
farmacéutica oftalmica comprende ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un compuesto
para reducir la desensibilizacion del receptor beta-adrenérgicos en forma de una suspensién de microparticulas
cristalinas.

En un aspecto adicional en la presente memoria se proporciona por lo menos un agonista beta-adrenérgico y por lo
menos un compuesto para reducir la desensibilizacion del receptor beta-adrenérgico para su utilizacion en el
tratamiento de una enfermedad que implica la acumulacién de grasa orbitaria.

Breve descripcion de los dibujos

Las nuevas caracteristicas de la invencién se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Las
caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondran mas claramente de manifiesto haciendo referencia a
la siguiente descripcion detallada que expone formas de realizacion ilustrativas, en las que se utilizan los principios
de la invencion, y de los dibujos adjuntos en los que:

La FIG. 1 es una ilustracion esquemética de la lipdlisis de adipocitos.

La FIG. 2 es un grafico de barras que ilustra la induccion dependiente de la dosis de la lipdlisis en adipocitos
cultivados por el agonista beta-2 formoterol de accion prolongada después de una incubacion de tres horas.

La FIG. 3 es un grafico de barras que ilustra la induccién dependiente de la dosis de la lipdlisis en adipocitos
cultivados por el agonista beta-2 salmoterol de accion prolongada después de una incubacion de tres horas.

La FIG. 4 es un grafico de barras que ilustra la induccion dependiente de la dosis de la lipdlisis en adipocitos
cultivados por el glucocorticosteroide budesonida después de un corto periodo de incubacion (tres horas), y la
supresion de la lipdlisis después de periodos de incubacién mas largos (18 horas).

La FIG. 5 es un gréfico de barras que ilustra la supresion dependiente de la dosis de la lipdlisis en adipocitos
cultivados por el agonista beta-2 salmeterol de accion prolongada administrado solo durante 18 horas, y la
induccion dependiente de la dosis de la lipdlisis por salmeterol después de 18 horas cuando se administra en
combinacion con el glucocorticosteroide budesonida.

La FIG. 6 es un grafico de barras que ilustra el promedio dentro de las diferencias de animales en la masa de
grasa en la almohadilla del epididimo (almohadilla de grasa izquierda frente a almohadilla de grasa derecha) en las
almohadillas de grasa inyectadas con solucién de vehiculo (2% PEG), formoterol solo o formoterol més
budesonida durante un periodo de tratamiento de tres dias.

La FIG. 7 es un gréfico de barras que ilustra la reduccién dependiente de la dosis de la masa de grasa en la
almohadilla para dos combinaciones diferentes de dosis del agonista beta-2 formoterol y del glucocorticosteroide
budesonida durante un periodo de tratamiento de tres dias.

Descripcion detallada de la forma de realizacion preferida

Las exploraciones tomograficas computarizadas demuestran que la mayoria de los pacientes con OG presentan
distension tanto de la grasa orbitaria como de los musculos extraoculares, mientras que otros parecen tener sélo
tejido adiposo o participacion de los musculos extraoculares. Las propias células de los musculos extraoculares
estan intactas en la enfermedad temprana, activa, lo que sugiere que ellas mismas son las dianas de ataque
autoinmunitario. Mas bien, la distensiéon de los cuerpos de los muasculos extraoculares resulta de una acumulacion
de mucopolisacéaridos hidréfilos, incluyendo especialmente hialuronano, dentro de los tejidos conectivos de
perimisio. En la enfermedad en etapa posterior, el proceso de resolucion inflamatorio dentro de los masculos puede
dejarlos fibréticos y desalineados.

El aumento en el volumen de los tejidos adiposo/conectivo dentro de la Orbita parece contribuir mas
significativamente al volumen total de tejido orbitario expandido que hace la distension de los musculos
extraoculares. Estudios tomograficos computarizados demuestran que las mediciones de exoftalmia en estos
pacientes son las méas estrechamente correlacionadas con el volumen del compartimento de grasa. Este volumen de
tejido adiposo expandido parece ser el resultado tanto de la acumulacién de hialuronano con edema acompafiante,
como de la aparicion de una poblacion de adipocitos recién diferenciados dentro de estos tejidos.

El examen histolégico de los tejidos orbitarios en OG pone de manifiesto que los cambios caracteristicos resultan

principalmente de la acumulaciéon de hialuronano con edema, la expansién del compartimento de grasa y la
infiltracion de los tejidos por los linfocitos T.Los adipocitos orbitarios en esta enfermedad parecen estar
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diferenciados, aunque mas pequefios que otros adipocitos del cuerpo (por ejemplo, subcutanea o epiploico). Los
adipocitos orbitarios de OG expresan mayores niveles de PPAR-gamma, adiponectina y transcripciones de leptina
ARNmM. Ademas, los adipocitos orbitarios pueden menos 11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1, una
enzima implicada en la conversién de cortisona en la forma activa cortisol.

Los estudios que utilizan células obtenidas a partir de estos tejidos han demostrado que los fibroblastos orbitarios
son una célula orbitaria que pueden participar en estos procesos celulares diversos. Estas células son
particularmente sensibles a la estimulacion por citocinas y otros mediadores inmunoldgicos, respondiendo mediante
el aumento de la expresién de CD40, sintetizando grandes cantidades de acido hialurénico y segregando citocinas
inflamatorias. Ademas, la subpoblacion de preadipocitos de fibroblastos es capaz de diferenciarse en células
adiposas maduras que presentan altos niveles de TSHR. También se ha demostrado que los fibroblastos presentan
IGF-IR. Cuando se unen a la IgG de los pacientes de Graves, estos receptores inician la sefializacion corriente abajo
gue da como resultado la produccion de RANTES e IL-16 y conduce a la infiltracién linfocitica local. La especificidad
relativa de sitio de la participacién orbitaria en la enfermedad de Graves se puede explicar tanto por la sensibilidad
relativa de estos fibroblastos de mediadores inmunes, como por las caracteristicas anatémicas Unicas de estos sitios
gue parecen predisponerlos a compresion de canales linfaticos y venosos a baja presion.

El tejido adiposo es el tejido para almacenamiento de energia principal del cuerpo. Las células de grasa, o
adipocitos, almacenar esta energia en forma de triglicéridos. Los triglicéridos se movilizan desde las reservas de
grasa para proporcionar energia calorica al cuerpo a través de la induccién hormonal de la hidrélisis de los
triglicéridos. Este proceso libera acidos grasos libres o no esterificados y glicerol en la sangre para su utilizacién por
otros tejidos del cuerpo. La descomposicién de los triglicéridos procedentes de la reserva de grasa se denomina
lipdlisis. El crecimiento de nuevos adipocitos también se produce, lo que se conoce como adipogénesis.

Las catecolaminas son los reguladores principales del tejido adiposo a través de los receptores adrenérgicos. El
tejido adiposo tiene receptores adrenérgicos beta-1, 2, y 3 y receptores alfa-2 adrenérgicos. La uniéon de beta-
agonistas a beta-receptores en el tejido adiposo puede producir lipélisis de adipocitos, mientras que la union de
agonistas de receptores alfa pueden inhibir la lipdlisis. La activacion de los receptores beta también puede inhibir la
adipogénesis. En los seres humanos, los receptores beta-2 son a menudo los mas abundantes en la superficie de
los adipocitos y el principal mediador de la lipdlisis estimulada por receptores beta. En la estimulacion de la lipdlisis
por beta-agonistas interviene la adenilato ciclasa y la mayor formacion de monofosfato de adenosina ciclico (AMP
ciclico, AMPc). Los receptores alfa 2 reducen la lipdlisis en los adipocitos maduros. Los receptores alfa-2
adrenérgicos pueden estar involucrados en la proliferacion de los preadipocitos. Los glucocorticosteroides pueden
tener un efecto permisivo sobre el tejido adiposo y aumentan las respuestas de los adipocitos, tales como la lipdlisis,
a la estimulacién de catecolamina. Esta accion permisiva tal vez debido a la regulacién por aumento de receptores
beta-adrenérgicos y otros componentes que participan en mensajeros intracelulares secundarios.

El tratamiento de OG necesariamente estaria dirigido a reducir el volumen del tejido graso de la orbita
expandido. Por consiguiente, una formulacién para reducir el volumen de los adipocitos mediante la lip6lisis puede
ser util para esta afeccion. Ademas, una reduccion en el proceso inflamatorio y las células inflamatorias en la orbita
gue puede estar relacionado con la expansion del tejido adiposo puede reducir ain méas el volumen de tejido
orbitario. Ademas, el tratamiento de la acumulacion hialuronano en la 6érbita, puede proporcionar una reduccion de
volumen adicional y el alivio de la oftalmopatia. Por Gltimo, la inhibicion de la adipogénesis puede mejorar la
afeccion.

La administracion de principios activos adrenérgicos en el tejido subcutaneo, tanto agonistas beta como
antagonistas alfa-2, se ha propuesto y se ha demostrado que produce la pérdida de grasa local y un mejor aspecto
de acumulaciones locales de grasa. Por ejemplo, se ha demostrado que el isoproterenol 11 y la yohimbina 8 reducen
la circunferencia del muslo en las mujeres. Debido a que estos agentes lipoliticos, especialmente los agonistas beta,
son de accién a corto plazo y pueden eliminarse rapidamente del tejido adiposo, la lipdlisis es probable que haya
ocurrido durante solo un breve periodo después de la inyeccion por lo que se reduce la magnitud potencial del efecto
a pesar de las miiltiples inyecciones. Ademas, la exposicion de largo duraciéon de los adipocitos a agonistas beta
produce desensibilizacién del receptor y disminucién, y una pérdida de actividad lipolitica. Los medios para reducir o
evitar estos efectos en el receptor también pueden mejorar la terapia. No obstante, una estrategia para tratar el
adipocito en OG utilizando agentes adrenérgicos y glucocorticoides para provocar la lip6lisis e inhibir la adipogénesis
pueden proporcionar una reduccién eficaz de la masa de tejido responsable de los signos clinicos y los sintomas.

En la presente memoria se describen formas de realizacion de composiciones farmacéuticas, formulaciones,
procedimientos y sistemas para el tratamiento de la enfermedad ocular tiroidea (por ejemplo, oftalmopatia de Graves
u "OG") mediante la reduccion de la masa de tejido de la 6rbita. La reduccion de la masa de tejido de la érbita puede
reducir la exoftalmia, restaurar o evitar la pérdida de visién y la diplopia, y reducir el dolor. Esta reduccion de la masa
de tejido puede llevarse a cabo produciendo por lo menos uno de los siguientes efectos, incluyendo: reduccién de la
masa de grasa de la 6rbita, reduccion de la inflamacién (por ejemplo, células inflamatorias y citocinas), y reduccion
de la acumulaciéon de glucosaminoglucanos (GAG). La reduccidon de la masa grasa puede conseguirse por
modulacion del sistema adrenérgico. Tal como se utiliza y/o se menciona en la presente memoria, el término
"modulacion” se utiliza generalmente en su sentido habitual, y mas particularmente para referirse al agonismo del
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receptor adrenérgico, el antagonismo del receptor adrenérgico, y/o cambios en las rutas de sefalizacion del
receptor. Un ejemplo de un cambio en las rutas de sefializacion del receptor incluye un aumento del AMP ciclico, por
ejemplo como se ilustra esquematicamente en la FIG. 1. En algunas formas de realizacion, la modulacién se refiere
a la regulacion por aumento del receptor o un aumento en el nimero de receptores adrenérgicos, una disminucién
en la desactivacion o el secuestro del receptor, cambios de actividad del receptor (por ejemplo, un aumento de
actividad), y/o cambios en la afinidad del receptor. La modulacion de los receptores adrenérgicos puede producirse
preferentemente con la utilizacion de un glucocorticosteroide o antihistaminico, que también actla para reducir la
inflamacién. La acumulaciéon de glucosaminoglucano se puede reducir de manera similar con la utilizaciéon del
glucocorticosteroide y puede reducirse mas con la utilizacion de una enzima, tal como hialuronidasa recombinante
humana, para degradar el acido hialurénico.

La reduccion de la masa de grasa del tejido de la érbita se consigue preferentemente sin ablacion, al iniciar la
lipdlisis, inhibir la adipogénesis o reducir la acumulacién de lipidos. Los procedimientos de ablacion para reducir la
grasa, tales como fosfatidil-colina o desoxicolato pueden ser problematicos para su utilizacion detras del ojo, donde
la destruccion no selectiva de tejido puede producir dafios en los nervios 0 musculos o podria producir cicatrizacion y
fibrosis. La estimulacion de la lipdlisis, la inhibicion de la adipogénesis y la reduccién de la acumulacion de lipidos
puede conseguirse por estimulacién de los receptores beta-adrenérgicos. La estimulacion de los receptores beta-
adrenérgicos también puede contrarrestar algunas de las transcripciones celulares conocidas por ser regulada por
disminucion en adipocitos de la 6rbita en la oftalmopatia de Graves tales como PPAR-gamma, adiponectina y
leptina. Por ejemplo, la estimulacion del receptor beta-adrenérgico puede reducir PPAR-gamma y la expresion de
adiponectina en adipocitos diferenciados. Se cree que algunas formas de realizacién de modulacion prolongada de
los receptores adrenérgicos en el tejido adiposo produce alguna combinacion de lipélisis prolongada, contenido
reducido de lipidos del adipocito, tamafio reducido de adipocitos, masa o acumulacion de grasa reducida de tejido
adiposo y/o se reduce. Algunas formas de realizacion proporcionan la reduccidon selectiva de acumulaciones
orbitarias de tejido adiposo y adipocitos, mediante modulacion adrenérgica prolongada. La modulacién adrenérgica
prolongada produce la inhibicion prolongada de la proliferacion de adipocitos (adipogénesis) en algunas formas de
realizacion.

Varias formas de realizacion de las composiciones farmacéuticas descritas comprenden por lo menos un agonista
del receptor beta-2 adrenérgico selectivo (por ejemplo, un agonista beta-2 selectivo de accién prolongada) en
combinacién con por lo menos un compuesto que reduce la desensibilizacién de los receptores beta-adrenérgicos,
por ejemplo, la desensibilizacion del tejido diana para el/los agonista(s) del receptor beta-adrenérgico, es decir, los
glucocorticosteroides, y también reducen la inflamacion. EI término desensibilizacién incluye tanto la
desensibilizacién de corta duracion (taquifilaxia), asi como la desensibilizacién de larga duracion, asi como la
desensibilizacion durante otros periodos de tiempo. Los agonistas del receptor beta-2 adrenérgico también se
denominan en la presente memoria "agonistas beta-2" y "agonistas del receptor beta-2". A menos que se especifique
lo contrario, las referencias a los agonistas del receptor beta-2 adrenérgico también incluyen sus analogos, sales
fisiolégicamente aceptables y/o solvatos. Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden agonista
beta-2 selectivo de accion prolongada a glucocorticosteroide desde aproximadamente 100:1 a aproximadamente
1:100.

Como se expuso anteriormente, en la actividad lipolitica, en la inhibicién de la proliferacion de adipocitos y en la
reduccion en la acumulacion de lipidos se cree que interviene la modulacion de los receptores adrenérgicos en el
tejido adiposo y/o en los adipocitos. En algunas formas de realizacion, la terapia de reduccidon se mejora por
exposicion prolongada o actividad prolongada de uno o mas compuestos estimulantes de la ruta de los agonistas del
receptor adrenérgico y/o del receptor, por ejemplo, catecolaminas, agonistas beta, antagonistas alfa, forscolina,
aminofilina, sus analogos, o combinaciones de los mismos.

Algunas formas de realizacion proporcionan modulacién adrenérgica prolongada mediante la utilizacion de
composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas agonistas del receptor beta-2 sustancialmente selectivos
de accion prolongada. Algunas formas de realizacion de la composicion farmacéutica de actividad prolongada
comprenden uno o0 mas agonistas beta-2 selectivos adecuados de accion prolongada, por ejemplo, salmeterol 1,
formoterol 2, bambuterol 3, eformoterol, sales o solvatos fisiolégicamente aceptables de los mismos, o
combinaciones de los mismos.
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La modulacion adrenérgica prolongada no puede observarse con composiciones adrenérgicas tipicas porque el
compuesto adrenérgico generalmente se elimina rapidamente del tejido adiposo a travées de la sangre y/o la linfa, en
parte debido a su hidrofilia. Ademas, la exposicién prolongada del tejido adiposo a agentes adrenérgicos,
concretamente a agonistas de los receptores beta, se cree que produce la desensibilizacion del receptor mediante la
fosforilacion y el secuestro del receptor. Se cree que estos efectos limitan la capacidad de una composicién
moduladora adrenérgica para tratar el tejido adiposo y producen taquifilaxia, una afecciéon en la que el cuerpo
experimenta una respuesta al agonista que disminuye rapidamente después de la administracion de las dosis
iniciales, al efecto lipolitico y antiadipogénesis deseado. Por consiguiente, el efecto del tratamiento es de corta
duracion.

Los agonistas beta-2 de accién a corto plazo a menudo producen taquifilaxia, como se expuso anteriormente. Sin
embargo, debido a las formas de realizacion preferidas de los agonistas beta-2 selectivos de accién prolongada
tienen actividad del receptor beta-2 sustancialmente selectivo y alta lipofilia, las actividades de los agonistas beta-2
de accion prolongada contintian durante periodos mas largos en el tejido adiposo en comparacion con las de los
agonistas beta-2 de accion a corto plazo. La actividad antagonista parcial del receptor beta-2, que se produce con la
utilizacion de salmeterol, puede evitar alguna desensibilizacién que puede ocurrir con la exposicion continua de los
adipocitos a los agonistas adrenérgicos completos. Ademas, el salmeterol puede activar no completamente la
sefializacion de arrestina que lleva a la interiorizacion y degradaciéon del receptor y conduce a largo plazo en la
regulacion por disminucion del receptor. En comparacion con los agonistas beta-2 de accion a corto plazo, la lipélisis
también se produce durante mas tiempo después de la administracion porque los agonistas beta-2 selectivos de
accion prolongada tienen vidas medias méas prolongadas. La combinacién de vidas medias mas prolongadas y
actividades puede reducir la frecuencia de administracion de las composiciones farmacéuticas. Por consiguiente, en
algunas formas de realizacién, no es necesaria la administracion diaria o la administracion de mas de una vez al dia
de la composicion. Ademas, las formas de realizacion preferidas de los agonistas beta-2 selectivos de accion
prolongada también presentan una mayor selectividad por los receptores beta-2, permitiendo al compuesto efectos
terapéuticos sustancialmente similares con agonistas beta-2 de accion a corto plazo en una dosis menor. Ademas, la
actividad de beta-2 méas selectiva puede limitar los efectos secundarios cardiacos, que a menudo son provocados
por la estimulacion del receptor beta-1 en el corazon.

Como se expuso anteriormente, la lipdlisis y/o la inhibicién de la adipogénesis y la acumulaciéon de lipidos son
estimulados por los beta-1, 2 o 3 subtipos de receptor. Por lo tanto, los agonistas para uno, dos y/o los tres
receptores son capaces de estimular la lipdlisis y/o inhibicion de la adipogénesis. En los seres humanos, se cree que
la actividad del receptor beta-2 es méas importante para estimular la lipolisis, en particular en presencia de un
esteroide o glucocorticosteroide antinflamatorio.

Los agonistas beta-2 selectivos de accion prolongada, por ejemplo, salmeterol 1
(= 2-(hidroximetil)-4-[1-hidroxi-2-[6-(4-fenilbutoxi)hexilamino]etil]-fenol, CAS n° Reg. 94749-08-3), y formoterol 2
(x N-[2-hidroxi-5-[1-hidroxi-2-[1-(4-metoxifenil)propan-2-ilamino]etil]-fenilfmetanamida, CAS N° Reg. 73573-87-2), se
prefieren en algunas formas de realizacion. Algunas formas de realizacién de las composiciones comprenden uno o
mas agonistas beta-2 selectivos de accion prolongada como sales o solvatos fisioldgicamente aceptables, por
ejemplo, xinafoato de salmeterol y/o fumarato de formoterol. En muchos casos, las sales y/o solvatos de agonistas
beta-2 tendra la actividad deseada. En consecuencia, a menos que se especifique lo contrario, las referencias a un
principio activo, por ejemplo, a salmeterol 1, formoterol 2, isoproterenol 4, albuterol 5 fenoterol, y forskolina, incluyen
los propios compuestos, asi como andalogos, sales y/o solvatos fisiolégicamente aceptables de los mismos, o
combinaciones de los mismos.
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Algunos beta agonistas preferidos de accion prolongada presentan una alta actividad intrinseca de adenilato ciclasa,
gue aumentan la sintesis de cAMP. Por ejemplo, algunas formas de realizacion comprenden formoterol 2 como un
agonista beta-2 selectivo, que presenta alguna combinacion de mayor potencia, reduce los efectos sistémicos, gran
activacion intrinseca de adenilato ciclasa, y/o aumentos de AMP ciclico, un mediador de lipdlisis.

En algunas formas de realizacion preferidas formoterol 2 estq presente como sal fisiolégicamente aceptable y/o
solvato del mismo. Las sales fisiolégicamente aceptables adecuadas de formoterol 2 incluyen, por ejemplo, sales de
adicion de acido derivadas de acidos inorganicos y organicos, tales como el hidrocloruro, hidrobromuro, sulfato,
fosfato, maleato, fumarato, tartrato, citrato, benzoato, 4-metoxibenzoato, 2-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, 4-
clorobenzoato, p-toluensulfonato, metansulfonato, ascorbato, salicilato, acetato, succinato, lactato, glutarato,
gluconato, tricarbalilato, hidroxinaftalencarboxilato, oleato, combinaciones de los mismos, y similares. Las formas de
realizacién preferidas comprenden formoterol 2 como su sal de fumarato y/o como un dihidrato. La concentracion
adecuada de formoterol 2 en el tejido para el tratamiento del tejido adiposo incluye desde aproximadamente 1 pM a
aproximadamente 100 puM, mas preferentemente de aproximadamente 0,1 nM a aproximadamente 10 puM, por
ejemplo, aproximadamente 1 nM a aproximadamente 1 pM, aproximadamente 40 nM a aproximadamente 3 uM,
aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 1 pM, o cualquier otra concentracion de formoterol en el tejido desde
aproximadamente 0,1 nM a aproximadamente 10 pM.

En algunas formas de realizacion, el salmeterol se utiliza en las composiciones y procedimientos descritos en la
presente memoria. El salmeterol 1 presenta actividad agonista parcial, que se cree que reduce la desensibilizacion
del receptor y puede limitar la sefializacién de arrestina lo que conduce a menos descenso del receptor. En algunas
formas de realizacion el salmeterol 1 esta presente como sal fisiolégicamente aceptable y/o solvato del mismo. Las
sales fisiolégicamente aceptables adecuadas de salmeterol 1 incluyen, pero no se limitan a sales de adicion de acido
derivadas de acidos inorganicos y organicos, tales como el hidrocloruro, hidrobromuro, sulfato, fosfato, maleato,
tartrato, citrato, benzoato, 4-metoxibenzoato, 2-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, 4-clorobenzoato, p-
toluensulfonato, metansulfonato, ascorbato, salicilato, acetato, fumarato, succinato, lactato, glutarato, gluconato,
tricarbalilato, hidroxinaftalencarboxilato, 1-hidroxi-2-naftalencarboxilato, 3-hidroxi-2-naftalencarboxilato, oleato,
combinaciones de los mismos, y similares. En algunas formas de realizacion el salmeterol 1 se proporciona como la
sal de carboxilato de 1-hidroxi-2-naftaleno (hidroxinaftoato).

En algunas formas de realizacion, una concentracion de salmeterol 1 adecuada en el tejido para tratamiento de
tejido adiposo oscila entre aproximadamente 1 pM y aproximadamente 100 pM, preferentemente entre
aproximadamente 1,0 nM y aproximadamente 1 pM, por ejemplo aproximadamente 10 nM a aproximadamente 1 uM,
aproximadamente 40 nM a aproximadamente 3 uM, aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 1 pM, o cualquier
otra concentracion de salmeterol en el tejido desde aproximadamente 1,0 nM hasta aproximadamente 10 pM.

En algunas formas de realizacion, un agonista beta-2 selectivo de accién prolongada que debe administrarse es
formoterol y una cantidad terapéuticamente eficaz de formoterol que debe administrarse es de aproximadamente
0,001 a aproximadamente 100 ug/dia, por ejemplo, aproximadamente 0,001 a aproximadamente 50, 0,01 a
aproximadamente 1,0, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10, aproximadamente 1 a aproximadamente 20,
aproximadamente 5 a aproximadamente 40, aproximadamente 25 a aproximadamente 75, aproximadamente 50 a
aproximadamente 100 pg/dia de formoterol, o cualquier otra dosis de formoterol desde aproximadamente 0,001
pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia.

En algunas formas de realizacion, un agonista beta-2 selectivo de accién prolongada que debe administrarse es
salmeterol y una cantidad terapéuticamente eficaz de salmeterol que debe administrarse es de aproximadamente
0,01 ug/dia a aproximadamente 1.000 ug/dia, por ejemplo, aproximadamente 0,1 pg/dia a aproximadamente 100
pg/dia, aproximadamente 1 pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia, aproximadamente 10 pg/dia a aproximadamente
100 pg/dia, aproximadamente 50 pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia, o cualquier otra dosis de salmeterol desde
aproximadamente 0,01 pg/dia a aproximadamente 1.000 pg/dia.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 398 480 T3

Una "cantidad terapéuticamente eficaz", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una cantidad suficiente
de un agente (por ejemplo, un agonista beta 2 de accion prolongada) o un compuesto que se administra que aliviara
en cierto grado uno o mas de los sintomas de la la enfermedad o afeccion que se trata. El resultado puede ser la
reduccion y/o alivio de los signos, sintomas o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracion deseada de un
sistema bioldgico. Por ejemplo, una "cantidad eficaz" para usos terapéuticos es la cantidad de la composicion que
incluye un compuesto como el descrito en la presente memoria requerida para proporcionar una disminucion
clinicamente significativa en los sintomas de la enfermedad sin efectos secundarios adversos indebidos. Una
"cantidad eficaz" apropiada en cualquier caso individual se puede determinar utilizando técnicas tal como un estudio
de escalada de dosis. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" incluye, por ejemplo, una cantidad
profilacticamente eficaz. Una "cantidad eficaz" de un compuesto dado a conocer en la presente memoria, tal como
un agonista beta-2 selectivo utilizado solo o en combinacién con otros compuestos (por ejemplo, un compuesto para
reducir la desensibilizacion del receptor beta-2 adrenérgico), es una cantidad eficaz para conseguir un efecto
farmacolégico deseado o la mejora terapéutica sin efectos secundarios adversos indebidos. Debe apreciarse que
"una cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz" puede variar de un paciente a otro, debido a la
variacion en el metabolismo de los agonistas beta-2, y compuestos utilizados en combinacién con agonistas beta-2
(por ejemplo, glucocorticosteroides), la edad, el peso, el estado general del sujeto, la afecciéon que se trata, la
gravedad de la afeccién que se trata y el criterio del médico que receta.

Algunas formas de realizacion comprenden isGmeros Opticamente puros del o de los agonista(s) beta-
adrenérgico(s)), lo que puede mejorar la lipdlisis y la inhibicion de la adipogénesis y reducir efectos secundarios
potenciales. En algunas formas de realizacién, estos isémeros Opticamente puros permiten formulaciones que
comprenden cargas mas grandes de un principio activo, por ejemplo, mediante la eliminacién de uno o mas
isémeros sin efecto fisiolégico, un efecto fisiologico menor, un efecto negativo, y/o un efecto fisiolégico debilitado. La
eliminacion de los limites no deseados de una mezcla racémica aisla el isémero activo, o eutémero, permitiendo asi
gue deba cargarse mas eutomero en una formulacion dada mediante la eliminacion de los componentes inactivos.

Dos centros esteredgenos en una molécula generalmente generan dos diastere6meros, denominada en la presente
memoria (R*, R*) y (R*, S*) y sus enantidmeros. Los diasteredmeros y estereoisdbmeros que no son enantiomeros, es
decir, la imagen especular de un diastereémero no es superponible sobre otro diastereémero. Los enantidmeros son
estereoisbmeros que son imagenes especulares entre si. Un racemato es una mezcla 1:1 de enantiémeros. Los
enantiomeros de los diastereémeros (R*, R*) se denominan enantidomeros, (R, R) y (S, S) que son imagenes
especulares uno del otro y por lo tanto comparten algunas propiedades quimicas y fisicas, por ejemplo los puntos de
fusién. Asimismo, los isomeros (R, S) y (S,R) son enantiomeros del enantiomero (R*, S*). Por ejemplo, formoterol 2
esta disponible como un racemato de los isémeros (R, R)- y (S, S)- en una relacién 1:1, por lo general como el
dihidrato de la sal fumarato. Algunas formas de realizacion comprenden el enantiémero (R, R), (R, R)-formoterol,
que es mas activo que un agonista beta-2 de accion prolongada. Algunas formas de realizacibn comprenden
isémeros Opticamente puros de otros agonistas beta-2, por ejemplo, (R)-salmeterol.

Ademas, en algunas formas de realizacion, por lo menos un agonista beta-2 selectivo de accién prolongada es muy
lipdfilo, proporcionando de este modo una composicion farmacéutica con actividad mantenida en el tejido graso. Se
cree que la alta solubilidad en lipidos prolonga el tiempo de residencia del agonista beta-2 en el tejido adiposo,
eliminando o reduciendo con ello la necesidad de un vehiculo de liberacion lenta y/o liberacion controlada en
algunas formas de realizacion. En las formulaciones que contienen un excipiente de liberacion lenta, por ejemplo, un
polimero de liberacién lenta, la elevada lipofilia del agonista beta-2 facilita la incorporacién en el vehiculo de
liberacion lenta, como se expone con mayor detalle a continuacion.

El salmeterol 1 y el formoterol 2 tienen altas solubilidades en lipidos, lo que amplia su tiempo de alojamiento en el
tejido adiposo y/o en una 0 mas células adiposas. Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden un
agonista beta muy lipéfilo, lo que reduce o elimina la necesidad de un excipiente de liberacién lenta o controlada
debido al reparto y secuestro en el tejido adiposo, prolongando de este modo el efecto del tratamiento. En algunas
formas de realizacion, se utilizan agonistas beta con un coeficiente de reparto aceite-agua de por lo menos
aproximadamente 1000 o al menos aproximadamente 10.000 a 1. Por ejemplo, el salmeterol 1 es por lo menos
10.000 veces mas lipofilo que albuterol 5, un agonista beta hidréfilo de accion a corto plazo. Ademas, el salmeterol 1
y el formoterol 2 tienen propiedades antinflamatorias, que se utilizan en el tratamiento de OG como se expone a
continuacion. En algunas formas de realizacion, también estimulan cambios favorables de la matriz extracelular y
reducen la acumulacién de liquido, lo que mejora el tratamiento de la OG y acumulacién de grasa orbitaria.

La actividad beta-adrenérgica prolongada se mejora aun mas evitando la desensibilizacion (taquifilaxia) que puede
ocurrir con la exposicién continua de los adipocitos a los agonistas adrenérgicos como se expuso anteriormente. Los
"compuestos que reducen la desensibilizacion de los receptores beta-adrenérgicos" (por ejemplo, reducen la
desensibilizacion de un tejido diana a un agonista beta) incluyen todos los compuestos adecuados que reducen la
tolerancia del tejido diana a los agonistas del receptor beta-adrenérgico, incluidos los glucocorticosteroides y
antihistaminas adecuados, por ejemplo, cetotifeno y las hormonas tiroideas, por ejemplo T3 y T4. Los
glucocorticosteroides son asimismo conocidos en la presente memoria como "esteroides antinflamatorios",
"glucocorticosteroides” y/o "corticosteroides". Los glucocorticosteroides se cree que sensibilizan acumulaciones de
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grasa orbitarias aumentando el nimero de receptores beta-2, lo que favorece la lipdlisis o la reduccion de grasa
sobre el almacenamiento de grasa. Los glucocorticosteroides también pueden disminuir el nimero de receptores
alfa-2. Los glucocorticosteroides también pueden estabilizar o reducir la regulacién por disminucion del receptor
especialmente cuando se administra simultdneamente con un agonista beta. Es de destacar que la enfermedad de
Graves y OG se presentan con mayor frecuencia en mujeres que en hombres. Los estrégenos pueden provocar la
expresion de receptores alfa-2 adrenérgicos en el tejido adiposo subcutdneo en las mujeres produciendo una
proporcion de receptor beta-2 a receptor alfa-2 inferior a 1. Una proporcion de receptores beta-2 a receptores alfa-2
superior a aproximadamente 1 se cree que provoca la reduccién de grasa en lugar de la acumulacién de grasa en
los adipocitos. Algunas formas de realizacién de la composicién que comprende uno o mas glucocorticosteroides
son eficaces en el tratamiento de las zonas de grasa que comprenden un reducido nimero de receptores beta-2 y o
un nimero mayor de receptores alfa-2, que son resistentes a la estimulacién beta-adrenérgica de la lipélisis o
inhibicion de la adipogénesis, por ejemplo, el tejido adiposo subcutaneo, especialmente en las mujeres.

Por lo tanto, los glucocorticosteroides u otros compuestos para reducir la desensibilizacion de los receptores beta-
adrenérgicos se cree que mejora la lipdlisis, la inhibicion de la adipogénesis y/o la reduccion de la grasa local
durante la exposicion al agonista beta. En algunas formas de realizacion, el tratamiento de los adipocitos con un
glucocorticosteroide que aumenta la actividad lipolitica mantiene y/o aumenta tanto la actividad lipolitica como el
namero de receptores beta en el tejido diana. Los ejemplos de corticosteroides adecuados incluyen dexametasona
6, propionato de fluticasona 7, budesonida 8, prednisolona 9, metilprednisolona 10, y sus analogos. En algunas
formas de realizacion, el glucocorticosteroide es dexametasona. En algunas formas de realizacion, el corticosteroide
es metilprednisolona, 6(9-fluoro-11,17-dihidroxi-17-(2-hidroxiacetil)-10,13,16-trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahidrociclopentalalfenantren-3-ona, n° Reg. CAS 50-02-2) y/o propionato de fluticasona 7.

Como se expuso anteriormente, en algunas formas de realizacion, un compuesto adecuado para la reduccion de la
desensibilizacion del receptor beta puede ser cetotifeno 11, que es también Util como un antihistaminico. Algunas
formas de realizacion de la composicion comprenden un compuesto que reduce la desensibilizacion del tejido
adiposo al agonista beta-2.

En algunas formas de realizacion, se utiliza un gran nimero de compuestos para reducir la desensibilizacion de los
receptores beta, es decir, un gran nimero de glucocorticosteroides. En la presente memoria se describe por lo
menos un glucocorticosteroide y el antihistaminico cetotifeno o un analogo de cetotifeno.
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Por lo menos una actividad o densidad del receptor beta-2 aumenta en adipocitos de la drbita humana en respuesta
a la administracion de un esteroide antinflamatorio o cetotifeno, en particular en presencia de un agonista beta. El
aumento de actividad y/o densidad del receptor beta-2 potencia el efecto de los agonistas beta-2 de accién
prolongada y a corto plazo. Asi, el glucocorticosteroide puede sensibilizar la grasa de la érbita a los efectos de la
estimulacion, lipdlisis, inhibicion de la adipogénesis y/o apoptosis del receptor beta-2, y/o aumentar la relacion de los
receptores beta-2 adrenérgicos a los receptores alfa-2 adrenérgicos, con lo que desplaza el equilibrio del tejido
adiposo desde la acumulacion de grasa a la pérdida de grasa. El nimero de receptores beta-2 aumenta o se
mantiene especialmente con glucocorticoides, cetotifeno o la hormona tiroidea, especialmente cuando se administra
junto con agonistas beta-2 adrenérgicos.

La adicién de un antinflamatorio tal como el glucocorticosteroide o antihistaminico tiene el efecto afiadido de reducir
las células inflamatorias y la respuesta inflamatoria en la 6rbita. La 6rbita y la grasa orbitaria en OG tienen un
infiltrado linfocitico difuso, incluyendo los agregados linfoides o nidos. Otros tejidos de la drbita, tales como los
musculos extraoculares, tienen un infiltrado similar de glébulos blancos. Los mastocitos también pueden estar
presentes en grandes cantidades. La secrecion de citocinas por estos linfocitos concuerda con las respuestas
medicadas tanto celulares como humorales. Los glucocorticosteroides reducen la acumulacién de glébulos blancos,
la secrecién de citocinas, y pueden provocar la apoptosis de los glébulos blancos. Estos efectos pueden aumentarse
por agonistas beta-2 selectivos de accion prolongada. Ademas, los agonistas beta-2 selectivos de accion prolongada
pueden regular por aumento y estabilizar y estimular la transposicién al nucleo del receptor para el
glucocorticosteroide en los glébulos blancos, e incluso los adipocitos, ademas potenciar los efectos antinflamatorios.
Los glucocorticosteroides y los agonistas beta de accion prolongada pueden estabilizar los mastocitos y pueden
funcionar de forma aditiva o sinérgica. El cetotifeno también puede estabilizar los mastocitos y también puede inhibir
el TNF-alfa, citocina importante en respuestas inflamatorias celulares medicadas con linfocitos.

Las concentraciones apropiadas en el tejido de los glucocorticosteroides utilizados para los procedimientos

terapéuticos descritos en la presente memoria pueden oscilar entre aproximadamente 0,001 uM y aproximadamente
10 mM, por ejemplo, entre aproximadamente 1,0 uM y aproximadamente 5 mM, entre aproximadamente 40 uM y
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aproximadamente 3 mM, entre aproximadamente 100 uM y aproximadamente 1 mM, o cualquier otra concentracion
en el tejido de glucocorticosteroide entre aproximadamente 10 uM y aproximadamente 10 mM.

En algunas formas de realizacién, un glucocorticosteroide que debe administrarse es budesonida y la cantidad
farmacéuticamente eficaz de budesonida es aproximadamente 1,0 a aproximadamente 320 pg/dia, por ejemplo,
aproximadamente 80 a aproximadamente 300, aproximadamente 100 a aproximadamente 280, aproximadamente
120 a aproximadamente 260, aproximadamente 140 a aproximadamente 240, aproximadamente 160 a
aproximadamente 220, aproximadamente 180 a aproximadamente 200, aproximadamente 185 a aproximadamente
195 pg/dia de budesonida, o cualquier otra dosis de budesonida desde aproximadamente 60 a aproximadamente
320 pg/dia.

En algunas formas de realizacion, el glucocorticosteroide que debe administrarse es la fluticasona y la cantidad
terapéuticamente eficaz de fluticasona es de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 500 mg/dia, por ejemplo,
aproximadamente 120 a aproximadamente 480, aproximadamente 140 a aproximadamente 460, aproximadamente
160 a aproximadamente 440, aproximadamente 180 a aproximadamente 420, aproximadamente 200 a
aproximadamente 400, aproximadamente 220 a aproximadamente 380, aproximadamente 240 a aproximadamente
360, aproximadamente 260 a aproximadamente 340, aproximadamente 275 a aproximadamente 310, o
aproximadamente 290 a aproximadamente 300 pg/dia de fluticasona, o cualquier otra dosis de fluticasona de
aproximadamente 100 a aproximadamente 500 ug/dia.

En algunas formas de realizacion, el glucocorticosteroide que debe administrarse es la metilprednisolona entre
aproximadamente 1,0 pg/dia y 10.000 pg/dia o més, por ejemplo, 50 a 5.000, 100 a 5.000, 500 a 5.000, 700 a 3.000,
800 a 2.500, 1.000 a 2.000, o cualquier otra dosis entre aproximadamente 1,0 y 10.000 pg/dia . En algunas formas
de realizacion el succinato de metilprednisolona puede disolverse en una suspensién de acetato de
metilprednisolona en microparticula cristalinas o administrarse junto con ésta para proporcionar una dosificacion
inmediata y una dosificacion mantenida.

Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden otros ingredientes opcionales. Por ejemplo, la 6rbita
del ojo y las acumulaciones de grasa en la érbita en particular en el ajuste de OG contienen grandes cantidades de
glucosaminoglucanos compuestos sustancialmente por &cido hialuronico. En algunas situaciones, es favorable
degradar este &cido hialurénico, por ejemplo, para mejorar la difusion de la formulacion del agonista beta-
adrenérgico y glucocorticosteroides a través de la orbita. Ademas, la degradacion del &cido hialurénico puede reducir
aun mas la masa de tejido orbitaria y reducir el edema orbitario mejorando de este modo la exoftalmia y la afeccién
OG. Algunas formas de realizacién de la composicion comprenden una enzima tal como la hialuronidasa, (por
ejemplo, la hialuronidasa humana recombinante, Hylenex, Halozyme Therapeutics, San Diego, CA), que degrada el
acido hialurénico.

Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden uno o mas agentes de bloqueo antilipoliticos, por
ejemplo, los antagonistas selectivos del receptor alfa-2 tales como fentolamina 12 (n°® Reg. CAS 73-05-2) o
yohimbina 13 (n°® Reg. CAS 146-48-5), efectian bloqueo antilipolitico en la acumulacion de grasa local. Los efectos
antilipoliticos en los adipocitos y el tejido adiposo suelen observarse en areas subcuténeas y locales de acumulacion
de grasa. Por ejemplo, cuando se expone a agonistas beta, la grasa subcutédnea tiene una proporcion lipolitica
menor que la grasa visceral. La exposicion de la grasa de la 6rbita a agentes antilipoliticos de bloqueo puede
mejorar la actividad lipolitica en algunas formas de realizacion.

HN
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13

Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden otros agentes adrenérgicos que mejoran el efecto de
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la agonista beta-2 selectivo de accién prolongada. Por ejemplo, la aminofilina 14 (1,3-dimetil-7H-purina-2,6-diona,
dietilamina n°® Reg. CAS. 317-34-0) y la tedfilina 15 (n° Reg. CAS 58-55-9 ) son agentes lipoliticos que bloquean la

descomposicion del AMP ciclico.
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Otros ingredientes opcionales aumentan las sefiales secundarias creadas por la unién del agonista beta. Por
ejemplo, en algunas formas de realizacion, la composicién comprende forskolina 16 (n° Reg. CAS 66575-29-9), que
estimula la adenilato ciclasa, aumentando asi la sintesis de AMP ciclico iniciada por el agonista beta de accion
prolongada. El aumento de la concentracion de AMP ciclico ayuda a mantener la actividad lipolitica.

16
Algunas formas de realizacion de la composicion comprenden la hormona del crecimiento en combinaciéon con un
agonista beta de accion prolongada y un glucocorticosteroide, que parece estimular la lipdlisis.

Otras formas de realizacion de la composicién comprenden ademas uno o mas agonistas beta no selectivos, por
ejemplo, isoproterenol 4, y/o agonistas beta-2 selectivos de accion a corto plazo, por ejemplo, la terbutalina. Algunas
composiciones comprenden al menos un antagonista alfa-2, o sales o solvatos fisiologicamente aceptables del
mismo.

Las formas de realizacion de la composicion se formulan para ser administradas por cualquier método adecuado,
por ejemplo, como se describe en Remington: The Science And Practice Of Pharmacy (212 ed., Lippincott Williams &
Wilkins). Los ejemplos de vias de administracion incluyen, pero no se limitan a la parenteral, oral, intraocular,
intraorbitaria, periorbitaria, oftalmica, retrobulbar, tépica, intramuscular, transdérmica, sublingual, intranasal o
respiratoria. En algunas formas de realizacién, la composicion se formula para inyectables de un area en la que se
desea el tratamiento, por ejemplo, en la 6rbita o el depdsito de grasa orbitario.

En algunas formas de realizacion, los agonistas beta, los compuestos para prevenir la desensibilizacion de los
receptores beta, 0 ambos se formulan como suspensiones de microparticulas cristalinas para prolongar la liberacion
y por lo tanto ademas mantener la modulacién adrenérgica.

Se pueden utilizar excipientes para formulaciones inyectables. Por lo general, el excipiente es oftalmicamente
aceptable. En otras palabras, el excipiente no tiene sustancialmente efecto perjudicial a largo plazo o permanente en
el ojo al que se administra. Los ejemplos de vehiculos oftdlmicamente aceptables incluyen agua (agua destilada o
desionizada) salina y otros medios acuosos. Los compuestos de la invencion son preferentemente solubles en el
vehiculo que se emplea para su administracion, de modo que los compuestos se administran al ojo en forma de una
solucion. Alternativamente, una suspensién del compuesto o compuestos activos (por ejemplo, una suspension de
microparticulas cristalinas) en un vehiculo adecuado también puede emplearse. En algunas formas de realizacion,
uno o mas de los agonistas de los receptores beta-2 o glucocorticosteroides se formulan en un vehiculo liquido, por
ejemplo, en forma de solucion, suspension, gel, y/o emulsién. Algunas formas de realizacion comprenden cualquier
lipéfilo adecuado, por ejemplo, aceites modificados (por ejemplo, Cremophor® de BASF), aceite de soja,
propilenglicol, polietilenglicol, poliéteres modificados, combinaciones de los mismos, y similares. Algunas formas de
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realizacién comprenden un vehiculo con microparticulas y/o nanoparticulas para al menos uno de los agonistas de
los receptores beta-2 y/o glucocorticoides, como se expone con mayor detalle a continuacion. Algunas formas de
realizacién comprenden uno o mas vehiculos o agentes de liberacién lenta o controlada, por ejemplo, microesferas
de polimero. Algunas formas de realizacion comprenden excipientes adecuados para suspensiones estables de
particulas micronizadas de los agonistas de los receptores beta-2 o glucocorticosteroides.

Las formulaciones inyectables se administran por cualquier medio incluyendo la utilizacién de una sola aguja, varias
agujas, y/o la utilizacion de un dispositivo de inyeccién sin aguja. En algunas formas de realizacién, una dosis de
carga en el tejido de los principios activos formulados en un vehiculo adecuado se administra por inyeccion. En
algunas formas de realizacion, la entrega comprende la inyeccién de una sola aguja. En algunas formas de
realizacién, la administracién comprende la inyeccién utilizando un conjunto multiaguja, que, en algunas formas de
realizacién, ofrece una amplia dispersion de la formulacion en el tejido diana. En algunas formas de realizacion, las
formulaciones se inyectan de manera que permite la dispersién en la capa adecuada de la grasa de la 6rbita. En
algunas formas de realizacion, la formulacién se inyecta en pequefias alicuotas para reducir el volumen adicional
afiadido a la 6rbita y pueden oscilar entre aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 0,5 ml. En algunas formas
de realizacion, el dispositivo de inyeccién utilizado tiene una aguja curvada para facilitar la administracion al espacio
retroorbitario o intraconal.

En algunas formas de realizacién, se administran el agonista beta-2 y el compuesto que reduce la desensibilizacion,
por ejemplo inyectado, en formulaciones separadas, o, alternativamente, se administran por vias separadas
(por ejemplo, glucocorticosteroide) por via oral seguido de inyeccibn de un agonista beta-2 de accion
prolongada). En algunas formas de realizacion, el compuesto que reduce la desensibilizacién se administra antes del
agonista beta-2. En otras formas de realizacion, el agonista beta-2 se administra antes que el compuesto que reduce
la desensibilizacion.

El intervalo entre la administracion del compuesto que reduce la desensibilizacion y la administracion del agonista
beta-2 puede ser un intervalo de aproximadamente 5 minutos hasta 7 dias, por ejemplo, 30 minutos, 1 hora, 6 horas,
12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias o 7 dias, o cualquier otro intervalo de tiempo desde
aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 7 dias. En una realizacion preferida, el compuesto que reduce la
desensibilizacion (por ejemplo, un corticosteroide) se administra por via oral hasta aproximadamente 7 dias, por
ejemplo, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias 0 10 dias antes de administrar el agonista beta-2
(por ejemplo, por aplicacion local de una formulacion oftadlmica para los ojos).

En otras formas de realizacion, el agonista beta-2 se administra conjuntamente (por ejemplo, como parte de la
misma formulacién) con el compuesto que reduce la desensibilizacion del receptor beta (por ejemplo, un
glucocorticosteroide).

En algunas formas de realizacion, se proporciona una formulacién de liberacion lenta a un paciente que se va a
tratar, que comprende uno o mas agentes de liberacion lenta o controlada para proporcionar una liberacion lenta o
controlada de un agonista beta-2 o el compuesto (por ejemplo, un glucocorticosteroide) para inhibir la
desensibilizacion de los receptores beta. En dichas formulaciones, el agonista beta-2, el compuesto para reducir la
desensibilizacion del receptor beta, o ambos estan encapsulados en, unidos a, y/o conjugados con el agente o
vehiculo de liberacién lenta o controlada. En algunas formas de realizacion, las formulaciones biodegradables,
biocompatibles, de liberacién lenta o controlada proporcionan una actividad local en el tejido durante de semanas a
meses. Los agentes o vehiculos de liberacion lenta o controlada incluyen polimeros, macromoléculas, conjugados
de principio activo, hidrogeles, contaminaciones de los mismos, y similares. Algunas formas de realizacion del
vehiculo de liberacién lenta se dirigen a la grasa, por ejemplo, liposomas. Preferentemente, los materiales de
liberacion lenta se seleccionan para facilitar la administracion de una cantidad sustancialmente igual del principio
activo por unidad de tiempo, en particular en el transcurso de por lo menos aproximadamente 3 dias, mas
especificamente por lo menos aproximadamente 4 dias, hasta un afio o méas. Varias rondas de inyecciones de la
formulacion de liberacion lenta se pueden hacer con el tiempo para tratar una sola zona. En algunas formas de
realizacién, la liberacion lenta procede de la formulacion del agonista beta-2 o un compuesto para reducir la
desensibilizacion de los receptores beta o ambos en forma de una suspensién de microparticulas de farmaco
cristalino.

En algunas formas de realizacién, el agente de liberacién lenta comprende un polimero, por ejemplo, polilactidas,
poliglicolidas, acidos poli(lactida glicolidas) polilacticos, éacidos poliglicolicos, polianhidridos, poliortoésteres,
polieterésteres, policaprolactonas, poliesteramidas, policarbonatos, policianoacrilatos, poliuretanos, poliacrilatos y
mezclas, mezclas o copolimeros de los anteriores, que se utilizan para encapsular, se une, o se conjuga con el/los
principio(s) activo(s) (por ejemplo, los agonistas beta y/o glucocorticoides). Algunas formas de realizacion preferidas
de polimeros de liberacién lenta comprenden grupos de polietilenglicol con los que se conjuga uno o0 mas de los
principios activos. En algunas formas de realizacion preferidas, el agente de liberacién lenta comprende poli (lactida
glicolida) (PLGA, poli(acido lactico-co-glicélico)) copolimero 17.
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Algunas formas de realizacién del agente de liberacion lenta comprenden uno o mas hidrogeles, incluyendo
alginatos modificados. Los ejemplos de alginatos modificados adecuados incluyen los descritos en el documento
WO 98/12228. Algunas formas de realizacion del agente de liberacion lenta comprenden un vehiculo o excipiente
con nanoparticulas a base de albimina.

En algunas formas de realizacion, una formulacion que comprende una solucién de prepolimero se inyecta en el sitio
del tejido diana, donde se polimeriza después (por ejemplo, por fotopolimerizacion ) o se solidifica (por ejemplo,
utilizando materiales gelificantes sensibles a la temperatura) in vivo.

En algunas formas de realizacién, los materiales de liberacion controlada tienen caracteristicas de liberacion
disefiadas para la aplicacion especifica de la reduccion del tejido. En algunas formas de realizacién, el agente de
liberacion lenta o de liberacion controlada se forma dentro de microparticulas, tales como microesferas, que se
formulan como una solucién inyectable y/o gel. En algunas formas de realizacion, en el intervalo de tamafio de las
microparticulas es de aproximadamente 10 pm a aproximadamente 100 pum de didmetro y son generalmente de
tamafio uniforme. En algunas formas de realizacion, las formulaciones que comprenden alginatos y/o poli(lactida-co-
glicolida)s 17 se proporcionan en forma de gel inyectable o procesadas en microesferas. En otras formas de
realizacién, el agonista beta-2 o un corticosteroide se forman como microparticulas cristalinas. Otros ejemplos de
materiales inyectables biodegradables, biocompatibles adecuados para la formacién de microparticulas incluyen
quitosano, dextrano, hidroxiapatito y silicio.

Las microesferas y/o microparticulas se forman utilizando cualquier procedimiento, incluyendo por evaporacion del
disolvente y/o polimerizacion en emulsién. En algunas formas de realizacion, las microesferas tienen diametros
medios de aproximadamente 5 pm a aproximadamente 60 pum, con preferencia, aproximadamente 20 pm. En
algunas formas de realizacién, PLGA se prepara con proporciones variables de lactida a glicolida en funcion de la
velocidad deseada de liberacion del principio o principios activo(s). Debido a que la velocidad de degradacion de
este copolimero es proporcional a su cristalinidad y a la proporcion de glicolida en la formulacién, las mezclas no
racémicas de la lactida y/o glicolida aumentan la cristalinidad y reducen la velocidad de degradacién. Mayores
proporciones de glicolida aumentan la velocidad de degradacion. En algunas formas de realizacion, una relacion de
aproximadamente 65%-75% de lactida a aproximadamente 25%-35% de glicolida proporciona principios activos
liberados durante aproximadamente 2 semanas a aproximadamente 45 dias. En otras formas de realizacion, la
relacién de lactida a glicolida es de aproximadamente 0:100 a aproximadamente 100:0, proporcionando de este
modo otras velocidades de liberacion.

Algunas formas de realizacion de las microesferas o microparticulas comprenden interiores huecos y/o porosos. En
algunas formas de realizacion, las microesferas comprenden una cubierta exterior sélida o porosa.

En algunas formas de realizacion, las formulaciones que comprenden una carcasa exterior porosa y/o microesferas
presentan un perfil de liberacién bifasico del principio o principios activo(s) con un arranque de la liberacion inicial del
principio o principios activo(s), seguido de una liberacion lenta asociada a la degradacion de las microesferas
poliméricas. El arranque inicial carga el tejido con una concentracion eficaz inhibidora lipolitica/adipogénesis y
antinflamatoria del principio o principios activo(s), con la consiguiente liberacion mas lenta que mantiene la
concentracion deseada. En algunas formas de realizacion, las estructuras de microesferas diferentes y los perfiles
de liberacién de los principios activos optimizan el efecto del tratamiento del tejido adiposo de la orbita y los
adipocitos y mediante la modulacién del receptor adrenérgico y un efecto sobre los glébulos blancos se infiltran para
reducir la inflamacién. En algunas formas de realizacion preferidas, las concentraciones locales de agentes beta-2
adrenérgicos selectivos de accion prolongada en el tejido, tales como salmeterol 1 y/o formoterol 2 en
concentraciones de aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 uM, por ejemplo, aproximadamente 0,01 pM a
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 0,1 pM a aproximadamente 5 pM, 0,5 pM a aproximadamente 4 uM, o
cualquier otra concentracion desde aproximadamente 0,001 uM a aproximadamente 10 pM. . Las concentraciones
en el tejido locales mantenidas de glucocorticosteroides pueden oscilar entre aproximadamente 0,01 pM y 10 mM.

En algunas formas de realizacion, uno o mas de los principios activos se encapsulan, unen y/o conjugan con el
polimero en una proporcidon de aproximadamente 10-12% en masa en comparacion con las microesferas de
polimero. La cantidad de principio activo como un porcentaje en masa del vehiculo (por ejemplo, microparticulas o
microesferas) se denomina en la presente memoria "carga de principio activo". Como se utiliza en la presente
memoria, los términos "cargado" y "carga” se refieren a los principios activos unidos sustancialmente encapsulados,
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y/lo conjugados a un vehiculo. En algunas formas de realizacién, la carga de principio activo es de hasta
aproximadamente 75%. Por lo tanto, algunas formulaciones preferidas comprenden uno o mas principios beta-2
adrenérgicamente activos, tales como salmeterol 1, formoterol 2, y/o sus sales y solvatos fisiologicamente
aceptables, cargados en microesferas de polimero en aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg de
principio activo por aproximadamente 10 a aproximadamente 200 miligramos de polimero. En algunas formas de
realizacién, una formulacién con esta carga de principio activo es suficiente para proporcionar desde
aproximadamente 15 dias a aproximadamente 45 dias de liberacion del principio activo a una concentracion
adecuada para producir lipélisis y/o inhibicién de la adipogénesis. Asimismo, los glucocorticosteroides budesonida y
fluticasona en formas farmacéuticamente aceptables se pueden cargar desde aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 20 mg de principio activo por aproximadamente 10 a aproximadamente 200 mg de polimero para
producir un efecto antinflamatorio.

En algunas formas de realizacién, dos o mas principios activos se cargan en la misma microparticula, por ejemplo,
en un liposoma o PLGA. Asi, algunas formas de realizacion, un polimero que encapsula un glucocorticosteroide en
el compuesto adrenérgico se administra simultaneamente al tejido adiposo. Alternativamente, los dos principios
activos se cargan en microparticulas separadas. Los dos tipos de microesferas se mezclan a continuacion para
obtener una formulacion con la relacion deseada de agonista beta-receptor y glucocorticosteroide, a continuacion se
administran simultdneamente. Alternativamente, los dos tipos de microparticulas se administran sucesivamente.

Las microesferas que comprenden el o los principios activos se ponen en suspension en aproximadamente 0,5 ml a
10 ml de un vehiculo liquido apropiado fisiolégicamente aceptable. En algunas formas de realizacion que utilizan
microesferas separadas de los principios activos, las microesferas se mezclan en el vehiculo liquido. En otras
formas de realizacion, cada tipo de microesferas se mezclan separadamente con un vehiculo liquido. En algunas
formas de realizacion, el vehiculo liquido puede contener una formulacion farmacéuticamente aceptable (1,0 a 15
U.l/ml) y una cantidad de hialuronidasa. Tal como se utiliza en la presente memoria 1 U.l. de hialuronidasa produce
la misma reduccion de turbidez en una mezcla de acido hialuronico y albimina que 1 U.L
(Unidad Internacional) de una preparacion de hialuronidasa convencional. Véase, por ejemplo, Mathews et al.
(1966), Methods Enzymol. 8, 654-662. En algunas formas de realizacion, la suspension de microesferas se inyecta
entonces por via orbitaria o en el espacio retrobulbar en alicuotas de 0,1 a 0,5 ml. Alternativamente, las inyecciones
como las descritas anteriormente se realizan por separado y de forma sucesiva en los mismos puntos utilizando dos
formulaciones de microesferas que encapsulan cada principio activo.

En algunas formas de realizacion, el glucocorticosteroide, tal como dexametasona 6, budesonida 8 y/o propionato de
fluticasona 7, también actian como agentes antinflamatorios reduciendo de este modo la inflamacion producida por
la administracion de la formulacion, por ejemplo, producida por polimeros, microesferas poliméricas y/o liposomas en
una formulacion de liberacion lenta.

Las microesferas de PLGA 15 encapsulan compuestos hidréfobos mas faciimente que los compuestos hidrdfilos.
Para aumentar la carga de principios activos hidrofilos, en algunas formas de realizacién, las microesferas se
modifican con unidades de polietilenglicol, como se expuso anteriormente. Las microesferas de determinados
tamafios no se absorben sustancialmente en la sangre o eliminadas por la linfa, proporcionando con ello la liberacion
del principio o principios activo(s) en el punto deseado. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, las
microesferas tienen aproximadamente 20 um a aproximadamente 200 pm de diametro. En algunas formas de
realizacién, el tamafio de la microesfera también afecta al perfil de liberacién del principio principios activo(s) en el
tejido. En general, microesferas mas grandes tienden a proporcionar un perfil de liberacion mas prolongado y méas
uniforme.

En un forma de realizacién ilustrativa, una formulacién de liberacién lenta comprende aproximadamente 0,5
miligramos a aproximadamente 7,5 mg (por ejemplo, aproximadamente 0,7, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6,
6,5, 7, o cualquier otra cantidad desde aproximadamente 0,5 mg a 7,5 mg) de salmeterol 1 y/o formoterol 2, y
aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 7,5 mg (por ejemplo, aproximadamente 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6,
6,5, 7, o cualquier otra cantidad de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 7,5 mg) de dexametasona 6,
propionato de fluticasona 7 y/o budesonida 8 encapsulada en aproximadamente 100 miligramos de microesferas de
copolimero polilactida glicolida (PLGA) 15 en una proporcion de aproximadamente 70 lactido:30 glicolida. La
cantidad de cada principio activo en la formulacién de liberacién lenta depende del nimero de dias de liberaciéon
controlada/lenta requeridos (por ejemplo, aproximadamente 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias o
alrededor de 10 dias). En algunas formas de realizacion, la relacion de copolimero y la encapsulacion de principio
activo libera hasta aproximadamente 1,0 pg por dia (por ejemplo, aproximadamente 0,02, 0,04, 0,06, 0,07, 0,1, 0,2,
0,4, 0,5, 0,6, 0,8, o cualquier otra cantidad desde aproximadamente 0,02 pug a aproximadamente 100,0 pg por dia)
de salmeterol 1 y/o hasta aproximadamente 0,5 pg (por ejemplo, aproximadamente 0,02, 0,04, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, o cualquier otra cantidad de aproximadamente 0,02 pug a aproximadamente 0,5 ug al dia) de
formoterol, y de hasta 5 ug al dia (por ejemplo, aproximadamente 0,2, 0,4, 0,5, 0,7, 0,9, 1,0, 1,5, 2, 25, 3, 3,5, 4, 4,5,
o cualquier otra cantidad desde aproximadamente 0,2 a aproximadamente 5 g al dia) de fluticasona y/o budesonida
6 por aproximadamente 1 mg de copolimero durante hasta aproximadamente 30 dias. En otra forma de realizacién
ilustrativa, la formulaciéon de liberacién lenta que debe administrarse comprende acetato de metilprednisolona en
forma de suspension de microparticulas cristalinas con un agonista beta-2 adrenérgico. El agonista beta-2
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adrenérgico se pueden formular en solucion o también puede formularse en forma de suspension de microparticulas
cristalinas. En algunas formas de realizacion, la formulacion de liberacién lenta también comprende succinato de
metilpredinisolona soluble a fin de proporcionar efectos inmediatos (debido a la liberacién rapida) ademas del efecto
prolongado de la forma cristalina de acetato de metilprednisolona.

En algunas formas de realizacion, uno o mas agonistas beta-2 y metilprednisolona se proporcionan mezclados
antes de la administracion (por ejemplo, inyeccién). En otras formas de realizacién, uno o mas agonistas beta-2 y
metilprednisolona se mezclan en el momento de administracion (por ejemplo, inyeccion).

En algunas formas de realizacién, una formulacion de corticosteroides de liberacion lenta seleccionada (por ejemplo,
suspension de metilprednisolona cristalina, solucién de metilprednisolona o combinacién de suspension cristalina y
solucién) se administra sola hasta aproximadamente 7 dias (por ejemplo, por lo menos 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3
dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, o cualquier otro espacio de tiempo entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente
7 dias) antes que el agonista beta-2 permita la regulacion por incremento del receptor beta.

En algunas formas de realizacion, al paciente que debe tratarse, se le administra una formulacion de liberacién no
prolongada. En algunas formas de realizacion, la formulacién de liberacion no prolongada, después de una sola
dosis, proporciona actividad de uno o mas agonistas beta-2 selectivos de accion prolongada durante
aproximadamente cuatro horas a aproximadamente 24 horas, por ejemplo, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 16
horas, 18 horas, 21 horas, o cualquier otra duracién de la actividad del agonista beta-2 de aproximadamente cuatro
horas a aproximadamente 24 horas.

En otras formas de realizacion, al paciente que debe tratarse, se le administra una formulacién de liberaciéon no
prolongada que comprende agonistas beta-2 selectivos de accion a corto plazo, que tienen actividades que duran
menos de aproximadamente cuatro horas (por ejemplo, alrededor de 3,5 horas, 3 horas, 2,5 horas, 2 horas, 1,5
horas, 1,3 horas, aproximadamente 1 hora, 0,5 horas, o cualquier otra duracion de menos de aproximadamente
cuatro horas a aproximadamente 0,5 horas).

En una forma de realizacién ilustrativa, una formulacion inyectable de liberacién no prolongada comprende de
aproximadamente 100 pg a aproximadamente 250 pg (por ejemplo, 105, 110, 125, 150, 175, 190, 200, 210, 225, o
cualquier otra cantidad de aproximadamente 100 pug a aproximadamente 250 pg) de xinafoato de salmeterol y de
aproximadamente 500 pg a aproximadamente 1000 pg (por ejemplo, 600, 650, 700, 730, 740, 800, 825, 875, 900,
930, 950, o cualquier otra cantidad desde aproximadamente 500 pg a aproximadamente 1.000 pg) de propionato de
fluticasona formulado en un volumen de hasta aproximadamente 10 ml (por ejemplo, 0,3, 0,5, 0,7, 1,1, 1,5, 2, 2,5, 3,
3,5 4,5, 6, 7, 8 9, o cualquier otro volumen desde aproximadamente 0,3 a aproximadamente 10 ml) de un
excipiente compatible con la administracion en la 6rbita. La concentracién de excipiente puede mantenerse por
debajo de 1% (por ejemplo, 0,05%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,8%, o cualquier otra concentracién de
aproximadamente 0,05% a menos del 1%.

En algunas formas de realizacion, las formulaciones descritas en la presente memoria se administran por via
transocular utilizando cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo, como gotas aplicadas por via topica o a
mediante un depdsito colocado bajo un parpado.

En otras formas de realizacion, donde la formulacion que debe administrarse comprende los agonistas beta-2 de
accion prolongada, tales como formoterol 2, salmeterol 1 o bambuterol 3, y glucocorticosteroides la aplicacién topica
es adecuada. En algunas formas de realizacion, las formulaciones de liberacion lenta administrables por via
transdérmica incluyen una formulacién de polimero con principio activo biodegradable, biocompatible o una
formulacion de liposomas, como se expuso anteriormente.

En la presente memoria se describe un procedimiento para el tratamiento de la enfermedad ocular tiroidea por
administracion local de una formulacion que comprende uno o mas agentes inmunosupresores (por ejemplo,
rapamicina, sirélimo o everdélimo) para inhibir la proliferacion de fibroblastos y la conversion de los preadipocitos en
adipocitos. En algunos casos, los agentes inmunosupresores se administran en una formulacién de liberacion lenta
(por ejemplo, una formulacién de liberacién lenta) que comprende uno o mas agentes inmunosupresores en una
suspension de microparticulas cristalinas. En otros casos, la formulacién de liberacién lenta comprende
microparticulas poliméricas (como se describe en la presente memoria) cargadas con uno 0 mas inmunosupresores.
La administracion de la formulacion inmunosupresora de liberacion lenta puede ser por inyeccion orbitaria,
periorbitaria o retrobulbar.

La hormona tiroidea puede estar incluida en una de las formulaciones anteriores para regular por incremento los
receptores beta, o aumentar el nimero de receptores beta en la superficie celular, y regular por disminucion los
receptores alfa, o disminuir el nimero de receptores alfa en la superficie de la célula. Tanto la tiroxina (T4) 18 como
la triyodotironina (T3) 19 y los estereoisdmeros de estas hormonas pueden utilizarse para este proposito. La
levotiroxina es un estereoisémero de la tiroxina, que puede tener una vida media mas larga. Estas hormonas
tiroideas pueden combinarse con agonistas beta y administrarse por inyeccion orbitaria, periorbitaria o
retrobulbar. Una 0 mas hormonas tiroideas también pueden combinarse con agonistas beta en una formulacién de
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liberacion lenta, tales como un polimero o liposoma, como se ha descrito anteriormente, para reducir la frecuencia
de administracién. Las T3 y T4 pueden combinarse con agonistas beta 2 selectivos de accion prolongada en
microesferas poliméricas de polilactida o poli lactida/glicolida para inyeccion y liberacion lenta.
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En algunas formas de realizacion, las formulaciones descritas anteriormente incluyen ademéas uno o mas flavonoides
del grupo de la flavona y la flavinona (por ejemplo, quercetina y fisetina), que actdan como inhibidores de la AMPc
fosfodiesterasa y por lo tanto mejoran la sefializacion beta-adrenérgica.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos especificos deben considerarse como meramente ilustrativos, y no limitativos del resto de la
descripcién en modo alguno. Sin mas elaboracién, se cree que un experto en la materia puede utilizar, basandose
en la descripcion en la presente memoria, la presente invenciéon en toda su extension. Todas las publicaciones
citadas en la presente memoria se incorporan como referencia en su totalidad. Cuando se hace referencia a una
URL u otro identificador o direccidon, debe apreciarse que estos identificadores pueden cambiar y determinada
informacién en Internet puede resultar inestable, pero se puede encontrar informacién equivalente buscando en el
internet. La referencia a esto prueba la disponibilidad y la difusién publica de dicha informacion.

Ejemplo 1: Ensayo de lip6lisis in vitro de adipocitos de rata mediante agonistas beta y glucocorticosteroides

En el ensayo de la lipdlisis in vitro, se detectd glicerol en medios de cultivo celular mediante una medicion
espectrofotométrica después de la oxidacion quimica con peroxido de hidrogeno. El glicerol se midié durante un
periodo de tres horas. Los niveles de la lipdlisis en los adipocitos humanos cultivados se determinaron después de la
exposicidon a un agonista beta solo, un glucocorticosteroide solo, o la combinacién de los dos para uno o mas
periodos de preincubacién como se describe con mayor detalle a continuacién.

Aislamiento de preadipocitos y diferenciacion en adipocitos:

En el ensayo de lipdlisis se utilizaron adipocitos subcutaneos humanos. Se recogié tejido adiposo procedente de
liposuccién o lipectomia y se aislaron preadipocitos como se indica a continuacion. En resumen, se pico tejido
adiposo y se incubd a 37°C en tampodn de bicarbonato Krebs-Ringer que contenia albumina sérica bovina al 1% y
colagenasa al 0,1% en una camara de agitacion rica en oxigeno (5% de CO- ; 75 emboladas/min) durante 1 hora. La
suspension se filtr6 a través de una malla de nilon de 400 pm y se centrifugd durante 1 min a 100 g. Los
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preadipocitos en el sobrenadante se lavaron dos veces y a continuaciéon se sembraron en placas de 96 pocillos a
una densidad de células/pocillo. Los preadipocitos se cultivaron en medio de mantenimiento durante siete dias, a
medida que se diferenciaban en adipocitos.

Reactivos
Tampoén de lavado (tampon de Krebs Ringer (KRB) sin suero; [Sigma, K4002-10X1L]) - almacenado a 4°C

Tampon de andlisis (KRB con 1% de FBS; [FBS de Gibco, 26140-079]) - almacenado a 4°C

Medio de mantenimiento almacenado a 4°C

Reactivo de glicerol A (Zen-Bio, RGTL-15 o RGTL-40) - después de redisolucién, almacenar a 4°C protegido de la
luz

Solucién madre de glicerol (1 M), preparada diluyendo glicerol [Sigma G2025-500ML] en tampdn de lavado (sin
suero)-almacenada a-20°C.

Ensayo de lipdlisis:

El medio se retir6 de cada pocillo 21 horas antes del ensayo de lipdlisis, y se reemplaz6 por 75 pl de medio de
mantenimiento que contiene concentraciones apropiadas de farmaco o DMSO (vehiculo) (véase el apartado disefio
experimental a continuacion). Cada tratamiento con el farmaco de prueba o de control se aplicé a 8 pocillos/grupo
(12 grupos de tratamiento por placa de 96 pocillos). Cada pocillo se lavé dos veces 3 horas antes del ensayo de
lipdlisis, con tampon de lavado (200 pl/lavado), lleno con soluciones de ensayo o de control preparadas en tampdn
de andlisis (75 pl/pocillo) y se incubaron a continuacién durante tres horas, es decir, hasta la medicién del contenido
de glicerol en el tampén de ensayo. Para algunos grupos, se afiadid un farmaco soélo durante el periodo de
incubacién de tres horas (véanse los grupos experimental y de referencia a continuacion). Una hora antes del
ensayo, siete patrones de glicerol que oscilan entre 200 uM a 3,125 pM se prepararon por dilucion en serie en
tampon de ensayo.

El contenido en glicerol del tampon de analisis de cada pocillo después de la incubacién se utilizé6 como un indice
para la lipdlisis, donde un incremento en glicerol indicaba lipdlisis. Las concentraciones de glicerol se analizaron por
colorimetria con un kit analitico de glicerol comercial (Randox Laboratory, Reino Unido) y se cuantific6 por
comparacién con una curva patron de dilucion en serie de glicerol (3 pM - 200 pM). Las concentraciones de glicerol
para cada pocillo se normalizaron a la densidad celular.

Disefio experimental:

En cada uno de los siguientes grupos de control o experimentales n = 8 correspondiente a las mediciones de glicerol
para 8 pocillos de una placa de cultivo celular de 96 pocillos.

Tabla 1
Resumen del disefio experimental del ensayo de lipd6lisis in vitro
Grupo(s) 18 horas de incubacién 3 horas de incubacion Resultados
mostrados
en la Fig.

Experimento 1

1 (referencia negativa) 0,1% SODM 0,1% SODM 2*
2-11 0,1% SODM Formoterol (10™*M - 10 M) 2
12 (referencia positiva) 0,1% SODM Isoproterenol 10°M 2

Experimento 2

13 (referencia negativa) 0,1% SODM 0,1% SODM 3*
14-18 0,1% SODM Salmeterol (10°M - 10 M) 3
19 (referencia positiva) 0,1% SODM Isoproterenol 10°M 3
Experimento 3
20 (referencia negativa) 0,1% SODM 0,1% SODM 4*
21-22 0,1% SODM Budenosida 10"°My 107 M 4
23-26 Budenosidal\%O'12 M-10" Budenosideé'\(/ll)O'12 M—10
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27 (referencia positiva) 0,1% SODM Isoproterenol 10°M 4
Experimento 4
28 (referencia negativa) 0,1% SODM 0,1% SODM 5*
29 Salmeterol 10°M Salmeterol 10°M 5
Salmeterol 10°M Salmeterol 10°M 5
30 + +
Budenosida 10°M Budenosida 10°M
31 Salmeterol 10°M Salmeterol 10°M 5
Salmeterol 10°M Salmeterol 10°M 5
32 + +
Budenosida 10° M Budenosida 10° M
33 (referencia positiva) Isoproterenol 10° M Isoproterenol 10° M 5
* Todos los grupos se representan por duplicado o % de diferencia relativa con los datos del grupo de
referencia negativa.

Como se muestra en la Fig. 2, el agonista del receptor beta-2 adrenérgico de accién prolongada formoterol produjo
un aumento dependiente de la dosis en la lipdlisis de méas de seis veces después de una incubacién de tres horas, lo
que, para concentraciones de 10° M y superiores, fue mayor que la observada para isoproterenol. Del mismo modo,
el agonista del receptor beta-2 adrenérgico de accion prolongada salmeterol también produjo un aumento
dependiente de la dosis en la lipdlisis después de una incubacion de tres horas, aunque el efecto (ligeramente mayor
que el doble del aumento en la lipdlisis) no fue tan fuerte como la observada para el formoterol. La lipdlisis producida
por el salmeterol fue igual o menor que la observada para el isoproterenol.

Como se muestra en la FIG. 3, el glucocorticosteroide budesonida produjo un ligero aumento (hasta
aproximadamente 1,5 veces) en la lipdlisis después de tres horas, que fue menor que el observado para el
isoproterenol (aproximadamente 2,5 veces). Por el contrario, la incubacién con budesonida sola durante 18 horas en
realidad produjo una ligera supresion de la lipdlisis in vitro.

La incubacién de los adipocitos con salmeterol (10°® M) durante 18 horas disminuy® la lipélisis (Fig. 4). Asimismo, el
tratamiento con isoproterenol durante 18 horas produjo una disminucién de la lipdlisis. Sin embargo, cuando
salmeterol se combiné con budesonida durante un periodo de incubacion de 18 horas, se observé un aumento de la
lipdlisis (Fig. 4).

Basandose en estos datos, los inventores llegaron a la conclusion que el formoterol y el salmeterol provocan
eficazmente la lipdlisis en adipocitos cultivados durante un periodo de tres horas. Sin embargo, en realidad la
lipdlisis disminuye cuando el salmeterol se utiliza durante 18 horas, probablemente debido a la desensibilizacién o
regulacion por disminucion del receptor. Ademas, en presencia del glucocorticosteroide budesonida, salmeterol es
capaz de provocar la lipdlisis incluso después de 18 horas. De este modo, budesonida se puede utilizar para
mantener o restablecer la capacidad de un agonista beta-2 adrenérgico para provocar la lipdlisis durante largos
periodos, probablemente al evitar la regulacion por disminucion de los receptores beta-2 adrenérgicos.

Ejemplo 2: Inhibicion de la adipogénesis por agonistas beta y glucocorticosteroides
Un ejemplo no limitativo de dicha inhibicién de la adipogénesis es el siguiente:
Cultivo celular:

La estirpe celular de preadipocitos 3T3-L1 (ATCC, Manassas, VA) se cultiva en placas a razon de 4 x 10° células por
matraz T75 ml en Medio de Eagle modificado con Dulbecco (MEMD) con 10% de suero de ternera normal y 1% de
antibioticos penicilina/estreptomicina. Las células se incuban a 37°C, 5% de CO.. Después de tres dias, las células
se desprenden con tripsina, se hace el recuento y se vuelven a poner en suspension en placas de 24 pocillos con
6 x 10° células por pocillo en 2 ml de medio. Después de 1 a 2 dias, las células estan cerca de la confluencia y listas
para la adipogénesis.

Materiales de adipogénesis:
Medio de inicio de adipogénesis: MEMD/suero fetal bovino al 10%/IBMX 0,5 mM/1 pM dexametasona
Medio de evolucién de adipogénesis: MEMD/suero fetal bovino al 10%/10 pg/ml de insulina

Medio de mantenimiento de adipogénesis: MEMD/suero fetal bovino al 10%
Media de referencia negativa: MEMD/suero normal de ternero al 10%
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Protocolo de adipogénesis:

Se eliminan 1,8 ml de medio de los pocillos y se afiaden 2 ml de medio de inicio de adipogénesis por pocillo. Se
incuban las placas 48 horas a 37°C, 5% de COx, se retiran 2 ml de medio de evolucién de adipogénesis por pocillo.
Las placas se incuban 48 horas a 37°C, 5% de CO,. Se retiran 2 ml de medio y se afiaden 2 ml de medio de
mantenimiento de adipogénesis por pocillo. Las placas se incuban durante al menos 48 horas a 37°C, 5% de
CO, . Gotitas de lipidos intracelulares se acumulan en las células durante por lo menos 5 dias.

Disefio del experimento:

Antes de la adipogénesis, las células de preadipocitos 3T3-L1 se tratan previamente en diferentes etapas con
agonista un beta 2 y/o glucocorticosteroides. 24 h antes de la adicién de medio de inicio de adipogénesis, las células
se tratan con los siguientes:

Grupo 1: sin tratamiento

Grupo 2: Salmeterol 10 M

Grupo 3: Salmeterol 10° M

Grupo 4: Salmeterol 10° M

Grupo 5: Salmeterol 10 M

Grupo 6: Salmeterol 10™° M + budesonida 10° M
Grupo 7: Salmeterol 10° M + budesonida 10° M
Grupo 8: Salmeterol 10° M + budesonida 10° M
Grupo 9: Salmeterol 10 M + budesonida 10° M
Grupo 10: Budesonida 10° M

Grupo 11: Budesonida 10™° M

Grupo 12: Capsaicina 10 M, inhibidor conocido de la adipogénesis

Otro conjunto de células se trata con el grupo anterior de 24 horas antes de la adicion de medio de evolucion de
adipogénesis y otro conjunto se trata 24 horas antes Medio de Mantenimiento de la adipogénesis. En el conjunto de
referencia, las células se tratan con el grupo anterior 24 horas antes de la adicién de medio de control negativo.
Otros dos conjuntos de 12 grupos sustituyen salmeterol por el agonista beta 2 de accién prolongada, formoterol, en
un conjunto y un agonista beta 2 de accion a corto plazo, albuterol, en el otro conjunto.

Visualizacion de lipidos intracelulares:

Las células se recogen 5 dias después de la adicion de medio de mantenimiento de adipogénesis. Se elimina el
medio celular y las placas se lavan dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se afiade 0,5 ml de
solucion de aceite rojo O (aceite rojo O al 0,36% en isopropanol al 60%) por pocillo y se incuban las placas 15
minutos a temperatura ambiente. La solucion de tincién se elimina y los pocillos se lavan tres veces con isopropanol
al 60%. Las placas tefiidas se fotografian a continuacion y/o se escanean para el andlisis visual. Los lipidos se tifien
de rojo.

Cuantificacion de lipidos:

Se afiaden 0,25 ml de soluciéon de extracciéon de colorantes (Chemicon International) a los pocillos tefiidos. Las
placas se colocan en un agitador orbital o basculante durante 15 a 30 min. La solucion con el colorante extraido se
transfiere a una cubeta y se lee la absorbancia en un espectrofotometro a 520 nm.

Ejemplo 3: Agonistas beta-2 en combinacion con glucocorticosteroides disminuyen la masa de grasa en la
almohadilla del epididimo

Los autores intentaron determinar si un glucocorticosteroide podria reducir la grasa in vivo de manera consistente
con sus datos de lipdlisis in vitro como se describe en el ejemplo 1. Con este objeto, los autores midieron la masa de
grasa en la almohadilla del epididimo en las ratas tratadas con el agonista beta-2 adrenérgico de accion prolongada
formoterol solo y en combinacion con budesonida.

Se anestesiaron ratas Sprague Dawley macho (~500 g) bajo 4% de isoflurano utilizando un vaporizador Matrx 3000.
Se inyectd a continuaciéon a los animales, segun se relacionan en la Tabla 2 a continuacién, 5 mm en el extremo
anterior y posterior de la almohadilla de grasa con 0,4 ml de vehiculo (PEG al 2%); formoterol (3,48 pg/ml; dosis =
1,39 ug) en el vehiculo; o formoterol (3,48 pg/ml) mas budesonida (10 pg/ml; dosis = 1,39 ug de formoterol y 4 ug de
budesonida) en el vehiculo. Cada animal recibié un tratamiento farmacéutico en un costado y el tratamiento con el
vehiculo (PEG al 2%) en el costado contralateral; cada grupo se contrarresté de derecha a izquierda con respecto al
farmaco y al vehiculo (véase la Tabla 2).
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Tabla 2: Disefio experimental del ensayo de lipdlisis in vivo

Grupo | ID del animal Almohadilla de grasa del epididimo Almohadilla de grasa del epididimo
derecho izquierdo

1 Formoterol solo Vehiculo
2 Formoterol solo Vehiculo

1
3 Vehiculo Formoterol solo
4 Vehiculo Formoterol solo
5 Formoterol + Budenosida Vehiculo
6 Formoterol + Budenosida Vehiculo

2 .
7 Vehiculo Formoterol + Budenosida
8 Vehiculo Formoterol + Budenosida

Las inyecciones se repitieron 24 y 48 horas mas tarde, para un total de tres inyecciones. Veinticuatro horas después
de la inyeccion final, se practico la eutanasia a los animales mediante una sobredosis de pentobarbital (150 mg/kg)
inyectada por via ip, y las almohadillas izquierda y derecha de grasa del epididimo de cada animal se recogieron y
se pesaron (resultados se muestran en la Tabla 3 y la fig. 6). La prueba de la t para datos emparejados y la prueba
de la t normal se utiliz6 para analisis estadistico.

Tabla 3: Peso de grasa en la almohadilla A
(farmaco — vehiculo)
Grupo
1 2

Animales 1y 5 -0,036 -0,599
Animales 2y 6 -0,138 -0,115
Animales 3y 7 0,118 -0,574
Animales 4y 8 0,166 -0,124
Media 0,028 -0,353

D.E. 0,140 0,270

Los datos del tratamiento con formoterol solo y formoterol + budesonida mostraron en la tabla 3 se analizaron con
una prueba de la t de Student de datos emparejados, cuyos resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Andlisis estadistico del peso de grasa en la almohadilla
A (farmaco — vehiculo) tras el tratamiento con formoterol solo o
formoterol + budenosida

Grupos Valor p de dos colas
Grupo 1 (formoterol)
frente al 0,63
vehiculo
Grupo 2 (formoterol + budenosida)
frente al 0,0792
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vehiculo

Como se muestra en la Tabla 4, los animales del grupo 1 (tratados con formoterol solo) mostraban diferencias y
variabilidad coherentes con la referencia sin tratamiento previa. El efecto promedio del tratamiento para formoterol
solo fue + 0,028 g + 0,140 g. El analisis estadistico arrojé un valor p de 0,63 coherente con ninguna tendencia para
un efecto del tratamiento. Por otra parte, los animales del grupo 2 (tratados con formoterol + budesonida)
presentaban un efecto del tratamiento. El efecto promedio del tratamiento fue de -0,353 + 0,270 con un valor p =
0,079.

Los autores realizaron también un analisis estadistico (prueba de la t de Student) para diferencias significativas entre
el efecto de los tratamientos farmacolégicos individual y de politerapia, y también para una diferencia significativa
entre la politerapia frente a los animales de referencia sin tratar. Los resultados de estos andlisis estadisticos se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Analisis estadistico de las diferencias en los efectos de formoterol solo frente a
formoterol + budenosida; y formoterol + budenosida frente a sin tratamiento

Comparacion (Diferencia media en peso de almohadilla de grasa del Epi) | Valor p de dos colas

Grupo 2 (formoterol + budenosida)
frente al 0,05
Grupo 1 (formoterol solo)

Grupo 2
frente a 0,0131
sin tratamiento

Como se muestra en la Tabla 5 y la fig. 6, no existia diferencia estadistica entre el grupo 2 y el grupo 1
(p = 0,05). Existia una diferencia significativa en la reduccién media de la masa de grasa en la almohadilla en el
Grupo 2 frente a los animales sin tratamiento con una p = 0,013.

En un experimento de seguimiento, se examind la capacidad de formoterol mas budesonida para reducir la masa de
grasa en la almohadilla en el ensayo descrito anteriormente. Como se muestra en la Fig. 7, la administracion de una
combinacioén de dosis de 1,4 pg/dia de formoterol + 4,0 ug/dia de budesonida produjo una diferencia significativa en
la diferencia media de la masa en el epididimo en el grupo tratado frente a grupo no tratado (p = 0,01). Del mismo
modo, incluso en una combinacion de dosis menor (0,7 pg/dia de formoterol + 2,0 ug/dia de budesonida, conseguida
en la dosificacion cada dos dias), la diferencia entre los animales de referencia tratados y no tratados con la
combinacion fue significativa (p = 0,04).

Basandose en estos datos y su andlisis, se concluyd que una combinacion de un agonista beta-2 de accion
prolongada (por ejemplo, formoterol) y un glucocorticosteroide (por ejemplo, budesonida), es probable que sea
eficaz para provocar la lipdlisis y la reduccién de grasa in vivo.

Ejemplo 4: Ensayo clinico para el tratamiento de oftalmopatia de Graves con composiciones que comprenden
agonista beta y glucocorticosteroides

Un ejemplo no limitativo de dicho ensayo clinico para el tratamiento de oftalmopatia de Graves es el siguiente:
Seleccion de pacientes:

Los pacientes deben tener 18 afios de edad o0 mas y no tener hipersensibilidad a los farmacos administrados. Ellos
son diagnosticados con sintomas de exoftalmia asociados a la oftalmopatia de Graves por ecografia,
exoftalmometria, RMI o tomografia computarizada. En particular, se seleccionan pacientes con exoftalmia unilateral
o bilateral de 0,5 mm 0 3 mm o mas, con o sin otros sintomas. Los pacientes también pueden presentar diplopia,
limitacion de los movimientos oculares en posiciones extremas, y la restriccion evidente de movimientos, Ulceras
corneales, dolor, deformidad estética y poca calidad de vida. Los pacientes pueden haberse sometido a
tiroidectomia por hipertiroidismo. No deben utilizarse otras terapias de esteroides para el tratamiento del
hipertiroidismo. Todos los estudios deben llevarse a cabo con la aprobacion del comité de ética institucional y el
consentimiento del paciente.

Disefio del estudio:
Prueba 1: Este es un estudio multicéntrico, con aumento progresivo de la dosis de la politerapia de salmeterol, un
agonista beta 2 de accién prolongada con la budesonida, un glucocorticoide. Los pacientes reciben una

administracion por inyeccion de una composicion parenteral del farmaco a diario. Los pacientes que no consiguen
mejoria de la exoftalmia o respuesta parcial o completa, sino que presenta la enfermedad estable después de 1
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semana de terapia recibiran 1 semana mas de terapia a una dosis mayor que la que se asigné originalmente. Las
cohortes de 3 a 6 pacientes reciben dosis crecientes de farmaco de la combinacién hasta que se determina la dosis
méaxima tolerada (DMT). La DMT se define como la dosis anterior a aquella en la que 2 de 3 6 2 de 6 pacientes
experimentan toxicidad restrictiva por la dosis.

Prueba 2: Este es un estudio multicéntrico al azar. La duracién del estudio es de 60 dias. Los pacientes se asignan
al azar a 1 de 18 grupos de tratamiento. En el grupo 1, los pacientes reciben salmeterol o formoterol solo todos los
dias a la DMT. En el grupo 2, los pacientes reciben budesonida sola todos los dias a la DMT. En el grupo 3, los
pacientes reciben simultaneamente salmeterol y budesonida en DMT. En el grupo 4, los pacientes reciben
salmeterol o formoterol a diario, y budesonida cada dos dias. En el grupo 5, los pacientes reciben budesonida a
diario, y salmeterol o formoterol cada dos dias. En el grupo 6, los pacientes reciben la budesonida los dias impares y
salmeterol los dias pares. Los grupos 7-12 tienen el mismo régimen de dosificacion que los grupos 1 a 6, excepto
gue la dosis es un cuarto de la DMT. Los grupos 13 a 18 también tienen el mismo régimen de dosificacion que los
grupos 1 a 6, excepto que la dosis es una décima parte de la DMT. Ademas de los grupos de tratamiento, un grupo
de referencia se deja sin tratar.

Evaluacion del punto final:

Se evallan los pacientes para la reduccion de la exoftalmia y la disminucidon de volumen grasa de la orbita y los
musculos extraoculares Se evalua también a la conclusion del estudio la mejoria en el cierre de los parpados y el
movimiento ocular. Una reduccién del 20% en 60 dias se supone como un resultado positivo.

Ejemplo 5: Composiciones farmacéuticas
Los ejemplos no limitativos de dichas composiciones farmacéuticas son las siguientes:
Composiciones parenterales

Ejemplo 5A. Para preparar una composicion farmacéutica parenteral adecuada para administracion por inyeccion,
aproximadamente 100 ug de una sal soluble en agua de un formoterol y aproximadamente 3 mg de cetotifeno se
disuelve en DMSO y luego se mezclan con 10 ml de solucién salina estéril al 0,9%. La mezcla se incorpora en una
forma de dosis unitaria adecuada para administracion por inyeccion.

Ejemplo 5B. Para preparar una composiciéon farmacéutica parenteral adecuada para administracion por inyeccion,
aproximadamente 50 pg de una sal soluble en agua de un salmeterol y aproximadamente 100 ug de propionato de
fluticasona se disuelven en DMSO y luego se mezclan con 10 ml de solucion salina estéril al 0,9% que contiene
aproximadamente 20% v/v de PEG-400. Se afade hialuronidasa a la mezcla a una concentracion final de 8
U.l./ml. La mezcla resultante se incorpora en una forma de dosis unitaria adecuada para administracion por
inyeccion.

Ejemplo 5C. Para preparar una composiciéon farmacéutica parenteral adecuada para administracion por inyeccion,
de aproximadamente 50 a 100 pyg de una sal soluble en agua de un salmeterol se disuelven en DMSO y se mezclan
a continuacion con 10 ml de solucion salina estéril al 0,9% que contiene aproximadamente 20% v/v de PEG-
400. La mezcla se incorpora en una forma de dosificacion unitaria adecuada para administracion por inyeccion.

Ejemplo 5D. Para preparar una composicion farmacéutica parenteral adecuada para administracion por inyeccion,
aproximadamente 50 ug de una sal soluble en agua de propionato de fluticasona se disuelven en DMSO vy luego se
mezclan con 10 ml de solucidn salina estéril al 0,9%. Se afiade hialuronidasa a la mezcla a una concentracion final
10 U.I./ml. La mezcla resultante se incorpora en una forma de dosificacion unitaria adecuada para administracion por
inyeccion.

Composiciones topicas en gel

Ejemplo 5E. Para preparar una composicion farmacéutica tdpica en gel, se mezclan aproximadamente 100 mg de
salmeterol y aproximadamente 100 mg de prednisolona con 1,75 g de hidroxipropilcelulosa, 10 ml de propilenglicol,
10 ml de miristato de isopropilo y 100 ml de alcohol purificado USP. La mezcla de gel resultante se incorpora luego
en recipientes, tales como tubos, que son adecuadas para la administracion topica.

Ejemplo 5F. Para preparar una composicion farmacéutica topica en gel, se mezclan aproximadamente 100 mg de
formoterol y aproximadamente 100 mg de budesonida con aproximadamente 10 mg de hialuronidasa, 1,75 g de
hidroxipropilcelulosa, 10 ml de propilenglicol, 10 ml de miristato de isopropilo y 100 ml de alcohol purificado USP. La
mezcla de gel resultante se incorpora luego en recipientes, tales como tubos, que son adecuadas para la
administracion tépica.

Ejemplo 5G. Para preparar una composicion farmacéutica topica en gel, se mezclan aproximadamente 100 mg de
salmeterol con aproximadamente 10 ml de PEG-400, 1,75 g de hidroxipropilcelulosa, 10 ml de miristato de isopropilo
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y 100 ml de alcohol purificado USP. La mezcla de gel resultante se incorpora luego en recipientes, tales como tubos,
que son adecuados para administracién tépica.

Ejemplo 5H. Para preparar una composicion farmacéutica tépica en gel, se mezclan aproximadamente 100 mg de
prednisolona con aproximadamente 10 ml de PEG-400, 1,75 g de hidroxipropilcelulosa, 10 ml de miristato de
isopropilo y 100 ml de alcohol purificado USP. La mezcla de gel resultante se incorpora luego en recipientes, tales
como tubos, que son adecuadas para la administracion tépica.

Composiciones oftalmicas en solucion

Ejemplo 5I. Para preparar una composicion farmacéutica oftalmica en solucién, aproximadamente 100 mg de un
compuesto de salmeterol y aproximadamente 100 mg de budesonida se mezclan con 0,9 g de NaCl en 100 ml de
agua purificada y se filtran utilizando un filtro de 0,2 micras. La solucidn isotdnica resultante se incorpora entonces a
las unidades oftalmicas de administracién, tales como recipientes de colirios, que son adecuados para
administracion oftalmica.

Ejemplo 5J. Para preparar una composicion farmacéutica oftalmica en solucion, aproximadamente 100 mg de un
compuesto de formoterol y aproximadamente 100 mg de budesonida se mezclan con 0,9 g de NaCl en 100 ml de
PEG-400 aproximadamente al 10% v/v en agua purificada y se filtra utilizando un filtro de 0,2 micras. La solucion
isoténica resultante se incorpora entonces a las unidades oftalmicas de administracion, tales como recipientes de
colirios, que son adecuados para administracién oftalmica.

Ejemplo 5K. Para preparar una composicion farmacéutica oftalmica en solucion, aproximadamente 100 mg de un
compuesto de formoterol y sobre hialuronidasa (a una concentracion final de 10 U.l./ml) se mezcla con 0,9 g de NaCl
en 100 ml de aproximadamente 10% v/v de PEG-400 en agua purificada y se filtré utilizando un filtro de 0,2
micras. La solucion resultante isotonica se incorpora entonces a las unidades oftalmicas de administracion, tales
como recipientes de colirios, que son adecuados para administracion oftalmica.

Ejemplo 5 L. Para preparar una composicion farmacéutica oftdlmica en solucion, aproximadamente 100 mg de un
compuesto de cetotifeno se mezclan con 0,9 g de NaCl en 100 ml de v/iv de PEG-400 aproximadamente al 20% en
agua purificada y se filtra utilizando un filtro de 0,2 micrometros. La solucion isotGnica resultante se incorpora
entonces a las unidades oftdlmicas de administracion, tales como recipientes de colirios, que son adecuados para
administracion oftalmica.

Composiciones orales

Ejemplo 5M Para preparar una composicion farmacéutica oral, se mezclan aproximadamente 100 mg de un
compuesto de prednisolona con 750 mg de almidén. La mezcla se incorpora en una unidad de dosis oral, tal como
una capsula de gelatina dura, que es adecuada para administracion oral.

Ejemplo 5N Para preparar una composicion farmacéutica oral, aproximadamente 50 mg de un compuesto de
budesonida se mezclan con 375 mg de gelatina. La mezcla se incorpora en una unidad de dosis oral, tal como una
capsula de gelatina dura, que es adecuada para administracién oral.

Ejemplo 50 Para preparar una composicion farmacéutica oral, se mezclan aproximadamente 200 mg de un
compuesto de cetotifeno con 1500 mg de hidroxipropilmetilcelulosa. La mezcla se incorpora en una unidad de dosis
oral, tal como una cépsula de gelatina dura, que es adecuada para administracion oral.

Ejemplo 5P Para preparar una composicion farmacéutica oral, se mezclan aproximadamente 50 mg de un
compuesto de propionato de fluticasona con 600 mg de almidén. La mezcla se incorpora en una unidad de dosis
oral, tal como una cépsula de gelatina dura, que es adecuada para administracién oral.

Ejemplo 6: Regimenes de administraciéon de agonistas beta y glucocorticosteroides

Los ejemplos no limitativos de dichos regimenes de administracion son los siguientes:

Ejemplo 6A. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicion 5C el dia 1 y posteriormente cada dia impar de tratamiento. Los dias pares, se administra
al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién 5D.

Ejemplo 6B. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicién 5D el dia 1 y posteriormente cada dia impar de tratamiento. Los dias pares, se administra
al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion 5C

Ejemplo 6C. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicion 5C a diario. Los dias pares, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
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de la composicién 5D.

Ejemplo 6D. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicion 5D a diario. Los dias pares, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de la composicion 5C.

Ejemplo 6E. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicion 5C el dia 1 seguido de una carencia de dos dias. El segundo dia de carencia, se administra
al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion 5D. Esta administracion se repite a
continuacion.

Ejemplo 6F. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicion 5D en el dia 1 seguido de una carencia de dos dias. El segundo dia de carencia, se
administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién 5C. Esta administracion se repite a
continuacion.

Ejemplo 6G. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente
eficaz de composicién en 5M dia 1 y posteriormente cada dia impar de tratamiento. Los dias pares, se administra al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion 5C.

Ejemplo 6H. A un paciente que padece oftalmopatia de Graves se le administra una cantidad terapéuticamente

eficaz de la composicién 5C a diario. Los dias pares, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de la composicién 5M.
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REIVINDICACIONES
1. Cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un agonista del receptor beta-adrenérgico; y

una cantidad terapéuticamente eficaz de por lo menos un glucocorticosteroide;
para su utilizacién en la reduccion de la acumulacion de grasa orbitaria en un paciente que lo necesita.

2. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segin la reivindicacién 1, en las que el
paciente presenta exoftalmia.

3. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segun la reivindicacion 2, en las que la
exoftalmia es la exoftalmia bilateral.

4. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en las que el paciente padece la enfermedad ocular tiroidea.

5. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, en las que dicho por lo menos un glucocorticosteroide es administrado antes de dicho por lo menos un
agonista beta-adrenérgico.

6. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, en las que dicho por lo menos un glucocorticosteroide es administrado aproximadamente 3 dias a
aproximadamente 7 dias antes de dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico.

7. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6, en las que dicho por lo menos un glucocorticosteroide es administrado por una via de administracion
intraocular, intraorbitaria, oftdlmica, periorbitaria, retrobulbar o intraconal.

8. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a7, en las que por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende un agonista beta-adrenérgico de accion
prolongada.

9. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en las que dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende un agonista beta-adrenérgico que es
selectivo para el receptor beta-2 adrenérgico.

10. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, enlas que dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende salmeterol, formoterol o cualquier sal
0 combinacién de los mismos.

11. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, en las que dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende salmeterol y la cantidad
terapéuticamente eficaz de salmeterol es aproximadamente 0,01 pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia,
opcionalmente en las que dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende formoterol y la cantidad
terapéuticamente eficaz de formoterol es aproximadamente 0,001 ug/dia a aproximadamente 50 pg/dia.

12. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11, en las que dicho por lo menos un glucocorticosteroide comprende dexametasona, prednisolona,
metilprednisolona, fluticasona, budesonida o cualquier combinacion de las mismas.

13. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, que comprende ademas un agente inmunosupresor en el que el agente inmunosupresor se administra por
via intraocular, intraorbitaria, oftalmica, periorbitaria, retrobulbar o intraconal antes de la administracién de por lo
menos un compuesto, opcionalmente en las que el agente inmunosupresor esta presente en una cantidad
terapéuticamente eficaz que se administra en forma de una suspension de microparticulas cristalinas.

14. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, en las que la utilizacién sensibiliza acumulacion de grasa orbitaria.

15. Preparacion que comprende las cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que la composicién comprende una mezcla de por lo menos un
agonista beta-adrenérgico de accién prolongada y por lo menos un agonista beta-adrenérgico de accion a corto
plazo; y opcionalmente la composicién comprende ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de hialuronidasa.

16. Preparacion que comprende las cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion seguin
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que dicho por lo menos un agonista beta-adrenérgico comprende
salmeterol, formoterol, bambuterol, eformoterol, isoproterenol, albuterol, o fenoterol, opcionalmente en la que (i) la
composicion comprende salmeterol y la cantidad terapéuticamente eficaz de salmeterol es aproximadamente 0,01
pg/dia a aproximadamente 100 pg/dia; (i) la composiciébn comprende formoterol y la cantidad terapéuticamente
eficaz de formoterol es aproximadamente 0,001 pg/dia a aproximadamente 50 pg/dia; o (iii) la administracion de la
composicion es parenteral, oral, intraocular, intraorbitaria, intraconal, oftadlmica, retrobulbar, tépica, intramuscular,
transdérmica, sublingual, intranasal o respiratoria.

17. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 16, en las que el paciente padece una enfermedad que implica acumulacion de grasa orbitaria.

18. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 17, enlas que la preparacién comprende xinafoato de salmeterol.

19. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 18, en las que el agonista del receptor beta-adrenérgico es el fumarato de formoterol.

20. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacién segun las reivindicaciones 1 a 19, en las
que el glucocorticosteroide es el propionato de fluticasona.

21. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizaciéon segun las reivindicaciones 1 a 20, en las
que dicho por lo menos un agonista del receptor beta-adrenérgico, y dicho por lo menos un glucocorticosteroide se
formulan para la administraciéon a dicho paciente en una cantidad suficiente para conseguir la reduccion de la
acumulacion de grasa orbitaria.

22. Cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes para la utilizacion segun las reivindicaciones 1 a 20, en las

gue dicho por lo menos un agonista del receptor beta-adrenérgico y dicho por lo menos un glucocorticosteroide se
formulan como una preparacién combinada.
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