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DESCRIPCION

Disolucioén oftalmica para la proteccion de las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos UV-A o para el
tratamiento del queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial

CAMPO TECNICO

Esta invencion se refiere en general a composiciones para el tratamiento del queratocono y, mas en particular, a una
disolucion adecuada para su uso para la proteccion de las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos
UV-A o en un tratamiento de entrecruzamiento corneal.

ANTECEDENTES

El libro [18] proporciona una revision de los problemas y las técnicas para la administracién y la asimilacion de
disoluciones oftalmicas.

El entrecruzamiento corneal (C3) con riboflavina (vitamina B2), abreviado como C3-riboflavina, es una técnica
innovadora para el tratamiento de pacientes afectados por queratocono y ectasia corneal y consiste en la
administracion de riboflavina y radiacion ultravioleta (UV-A) para el fortalecimiento del tejido corneal [1] [2].

El tratamiento de entrecruzamiento es relativamente sencillo: la riboflavina se instila en el ojo y la cérnea se irradia
con una cantidad dosificada adecuadamente de rayos UV-A durante cinco minutos; el procedimiento se repite seis
veces sucesivas hasta alcanzar una exposicion total a los rayos UV-A de 30 minutos.

El parametro clinico mas importante que ha de tenerse en consideracion para establecer la idoneidad para el
tratamiento de entrecruzamiento es el espesor de la cérnea, que no debe ser inferior a 400 um.

El objetivo de este tratamiento conservador del queratocono es retrasar 0, esperanzadoramente, eliminar la
necesidad de un trasplante de cérnea a la vez que mejorar el rendimiento visual de los pacientes mejorando su
calidad de vida [6] [7].

La técnica del entrecruzamiento se ha usado para el tratamiento del queratocono, una patologia caracterizada por
un debilitamiento progresivo de la cérnea por una laxitud anémala del parénquima corneal debida a una reducida
cohesion de las laminillas de coldgeno de que se compone. Al usar rayos UV-A y riboflavina, se crean nuevos
enlaces entre moléculas de colageno corneal adyacentes y las cérneas tratadas son mas gruesas y rigidas [3]. Las
cérneas tienen numerosas capas de fibras de colageno en el espesor del parénquima; los enlaces transversales, los
denominados “entrecruzamientos” que unen las diversas capas de colageno entre si, contribuyen de manera
determinante a la rigidez de la cérnea. El objetivo del tratamiento de entrecruzamiento corneal es aumentar el grado
de rigidez del tejido corneal a través de la generacion de un mayor nimero de estos enlaces transversales.

La administracion tépica de riboflavina sobre la cérnea desepitelizada, con una penetracion de aproximadamente
200 pm, y la irradiacién de las moléculas de riboflavina con rayos UV-A determinan la pérdida del equilibrio quimico
de las moléculas de riboflavina, con la consiguiente generacién de radicales libres. Las moléculas de riboflavina se
vuelven inestables y se estabilizan por si mismas al enlazarse con dos fibrillas de colageno. De este modo, se
forman una serie de “puentes” entre las fibrillas de colageno (es decir, entrecruzamientos) que producen un
fortalecimiento general de la cérnea [3].

En realidad, el tratamiento se lleva a cabo después de haber eliminado la capa mas externa de la cérnea (es decir,
el epitelio corneal). Este modo de ejecucion del tratamiento con entrecruzamiento (C3-R) del queratocono y la
ectasia corneal contempla la previa eliminacién del epitelio corneal para favorecer la penetracion de la disolucion
estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% (por ejemplo, la disolucion comercializada por SOOFT ITALIA S. r. I. bajo
la marca comercial RICROLINTM) en el estroma subyacente y el tratamiento se ha estandarizado en estas
condiciones. De acuerdo con los partidarios de esta técnica, la eliminacién de la capa epitelial seria necesaria para
asegurar la mejor absorcion posible de la disolucion de riboflavina en el interior del estroma corneal y, por lo tanto, la
maxima eficacia del tratamiento.

Desafortunadamente, la eliminacién del epitelio corneal puede causar picor o quemazoén ocular el dia posterior al

tratamiento y en los dias inmediatamente sucesivos, a la vez que una vision borrosa transitoria; estos sintomas son
bien conocidos y persisten hasta la recuperacion del epitelio corneal y se tratan normalmente en los dias posteriores
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[4-7] al tratamiento C3-R con colirios antiinflamatorios no esteroideos (AINE), con colirios a base de lagrimas
artificiales y analgésicos y con la aplicacion de una lente de contacto terapéutica sobre la cérnea.

Varios autores sostienen que podria ser posible ejecutar el tratamiento C3-R mediante la aplicacion de la
metodologia estandar sin una eliminacion previa del epitelio corneal y que un tratamiento tal seria eficaz y seguro,
segun demuestran los datos clinicos observados. De acuerdo con esta técnica, el tratamiento deberia ejecutarse sin
eliminar previamente el epitelio de la cérnea (desepitelizacion). El objetivo es evitar que los pacientes sufran
enfermedades debidas a la eliminacién del epitelio, intrinsecas al primer procedimiento, llevar a cabo el tratamiento
en un ambulatorio y, en particular, evitar cualquier riesgo de infecciones postoperatorias, intrinsecas al tratamiento
que contempla la eliminacién del epitelio con la consiguiente exposicion de las capas subyacentes de la cérnea. Los
partidarios de este modo de ejecucion del tratamiento sugieren la administraciéon de la riboflavina al ojo durante un
mayor intervalo de tiempo para permitir una mejor absorcion de dicha riboflavina en el estroma antes de la
irradiacién con los rayos UV-A [8].

En la bibliografia se encuentran opiniones contradictorias con respecto a la eliminacion o no del epitelio en el
tratamiento con entrecruzamiento del queratocono y la ectasia corneal en general. El tratamiento C3-R se ha
estudiado e implementado después de haber eliminado el epitelio corneal para favorecer la penetracion de la
riboflavina en el estroma. Segun el conocimiento de los autores, no hay ningun estudio disponible en la bibliografia
para determinar si la riboflavina penetra o no y en qué medida en el estroma corneal [9] al eliminar o no el epitelio
corneal.

La ejecucion del entrecruzamiento sin una previa desepitelizacion ha sido criticada por numerosos autores, que
sostienen que de esta manera la riboflavina no pasaria a través del epitelio y que no se ha demostrado todavia si la
disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% penetra eficazmente o no y en qué medida en el estroma
corneal sin eliminar el epitelio y si un tratamiento con rayos UV-A de forma transepitelial resulta igualmente eficaz
que cuando se lleva a cabo después de eliminar el epitelio corneal.

En un intento de proporcionar sustancias eficaces para el tratamiento del queratocono con la técnica del
entrecruzamiento sin eliminacion del epitelio corneal, el Dr. Spérl ha sugerido [17] el uso de cloruro de benzalconio
para aumentar la permeabilidad del epitelio y el Dr. Pinelli ha sugerido el uso de tensioactivos mezclados con la
riboflavina.

La solicitud de patente italiana n° MI2007A002162 [16] desvela una nueva disolucion que contiene riboflavina y
cloruro de benzalconio para el tratamiento del queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial.

Los experimentos realizados por los solicitantes en cérneas humanas, cuyos resultados se ilustran mas adelante en
este documento, conducen a la conclusién de que la segunda técnica, llevada a cabo con la disolucién estandar o la
composicion propuesta por el Dr. Pinelli [16], no superaria los problemas debidos a la eliminacién del epitelio
corneal, ya éste quedaria destruido y dejaria expuestas las capas subyacentes, con el consiguiente riesgo de
infecciones y alteraciones de los mecanismos de reparacion.

Seria deseable disponer de una composicion con riboflavina para la ejecucion del entrecruzamiento corneal que
fuera capaz de atravesar el epitelio corneal en relativamente poco tiempo y que no produjera dafios en dicho epitelio
corneal, que son la causa de molestos sintomas postoperatorios.

RESUMEN

Los solicitantes han llevado a cabo intensos estudios con el objetivo de determinar la cantidad de riboflavina que
penetra por si sola o mezclada con otros productos (“potenciadores de la penetracién”) a través de corneas
humanas con y sin eliminacion previa del epitelio corneal, asi como la eficacia y seguridad del tratamiento posterior
con rayos UV-A.

Se han identificado varias sustancias Uutiles, elegidas del grupo compuesto por aminoacidos esenciales y
condicionalmente esenciales (como arginina, cisteina, glicina, glutamina, histidina, prolina, serina y tirosina),
coenzima Q, vitamina E, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-leucina, L-arginina y compuestos destinados a
estimular la produccion de metaloproteinasa MMP9, identificados de manera mas precisa a continuaciéon en este
documento, que pueden usarse eficazmente como vehiculos (“potenciadores de la penetracion”) en disoluciones
oftalmicas adecuadas para la administracién de riboflavina, en particular, la disolucién estandar de riboflavina en
dextrano, a través del epitelio corneal. Las disoluciones oftalmicas asi obtenidas, que pueden comercializarse, por
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ejemplo, en forma de colirios o geles o de disoluciones o0 emulsiones acuosas o aplicarse sobre lentes de contacto
terapéuticas pueden usarse para el tratamiento del queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial
y, por lo tanto, con preservacion del epitelio corneal. Solamente los compuestos reivindicados son parte de la
invencion.

Eventualmente, las disoluciones oftalmicas pueden contener excipientes como, por ejemplo, acido acético, o las
sustancias mencionadas anteriormente pueden tratarse con acido acético o con otro excipiente antes de mezclarlas
con la riboflavina.

Esta invencién propone ademas el uso de al menos una sustancia elegida del grupo compuesto por coenzima Q,
vitamina E, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-leucina, L-arginina, para la preparacion de una disolucion
oftalmica con riboflavina destinada a proteger las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos UV-A o a
tratar el queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial y una disolucién oftalmica con riboflavina
correspondiente y como vehiculo (“potenciador de la penetracidon”) en una composiciéon adecuada para la
administracion de la riboflavina a través del epitelio corneal.

Esta invencion desvela ademas un procedimiento para la preparacion de una disolucion oftadlmica tal, que consiste
en la adicién de al menos uno de los vehiculos identificados anteriormente a una disolucion de riboflavina.

Cada una de las sustancias propuestas como vehiculo puede afiadirse a una disolucidon que contiene riboflavina en
solitario o en combinacién con otros de los vehiculos propuestos en concentraciones elegidas en los intervalos
indicados en la descripcion subsiguiente de las realizaciones ejemplares.

La invencion se define en las reivindicaciones.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una escala de evaluacion visual, fluorimétrica y colorimétrica, adoptada para valorar el paso de
una disolucion de riboflavina al 0,1% a través de la cornea después de su administracion de forma transepitelial.

La figura 2a es una imagen fluoroscépica de una seccion de una cornea a la que se ha administrado la cuarta
composicién de prueba de forma transepitelial, después de 15 minutos.

La figura 2b es una imagen fluoroscopica de una seccidon de una cérnea a la que se ha administrado la cuarta
composicion de prueba de forma transepitelial, después de 30 minutos.

La figura 2c es una imagen fluoroscdpica de una seccion de una cornea tratada con entrecruzamiento transepitelial
con el uso de la cuarta nueva disolucion, en la que puede observarse una intensa fluorescencia debida al paso de la
cuarta composicion y la considerable rigidez del tejido después del tratamiento.

La figura 3a muestra el grado de flexiéon de una cérnea tratada con entrecruzamiento transepitelial con el uso de la
disolucion estandar.

La figura 3b muestra el grado de flexién de una cérnea tratada con entrecruzamiento transepitelial con el uso de la
cuarta de las nuevas disoluciones de prueba.

La figura 4 es una imagen de microscopio electronico de barrido que muestra las laminillas en una seccién de una
cérnea afectada por queratocono.

La figura 5 es una imagen de microscopio electronico de barrido que muestra una vista ampliada de la cérnea de la
figura 4.

La figura 6 es una imagen de microscopio electrénico de barrido que muestra las laminillas en una seccion de una
coérnea afectada por queratocono después de un entrecruzamiento transepitelial llevado a cabo con el uso de la
cuarta nueva composicion de prueba.

La figura 7 es una imagen de microscopio electrénico de barrido que muestra la morfologia de las microvellosidades
y de las capas superficiales del epitelio en una cérnea normal.
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La figura 8 es una imagen de microscopio electrénico de barrido de una cérnea tratada con una dosis estandar de
rayos UV-A después de habérsele administrado de forma transepitelial la disolucién estédndar de riboflavina en
dextrano al 0,1%.

La figura 9 es una imagen de microscopio electrénico de barrido de una cérnea tratada con una dosis estandar de
rayos UV-A después de habérsele administrado de forma transepitelial la cuarta nueva composicién de prueba.

La figura 10 es una imagen de microscopio electronico de barrido de una cérnea tratada con una dosis estandar de
rayos UV-A después de habérsele administrado una disolucidn fisiolégica de forma transepitelial.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES EJEMPLARES

Todas las pruebas se realizaron con cérneas humanas de donantes, procedentes del Banco de Ojos de la region de
la Campania, Napoles, Italia (Azienda Ospedaliera Napoli 1 - Banca Occhi - Regione Campania - Ospedale dei
Pellegrini), después del consenso seguin se contempla en el protocolo de explantacién y de conformidad con el
permiso del Comité Etico - certificado n° 0009304/2009 - decisién n° 1269.

Se observo la penetracion de las composiciones probadas a través de cérneas humanas integras, es decir, sin
eliminacion previa del epitelio, en que las cérneas tenian un espesor de entre 500 y 600 um, las composiciones
fueron la disolucién estandar de riboflavina en dextrano, la composicion preparada con riboflavina en dextrano mas
cloruro de benzalconio sugerida en [16] y [17] y las nuevas composiciones de prueba obtenidas por mezcla de la
riboflavina con al menos una sustancia elegida del grupo que comprende vitamina E, coenzima Q, L-prolina, glicina,
clorhidrato de lisina y L-leucina, en concentraciones determinadas.

Las concentraciones de las sustancias usadas para preparar las nuevas composiciones de prueba estan
comprendidas en los intervalos siguientes:

Vitamina E: concentraciéon de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion mas preferida,
la concentracion varia de 0,01 mg a 1.500 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentracion varia de 10 mg/100 ml a 1.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentracion es de aproximadamente 500 mg/100 ml.

Vitamina Q: concentracion de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién mas preferida,
la concentracion varia de 0,01 mg a 1.500 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentracion varia de 1 mg/100 ml a 1.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentracion es de aproximadamente 100 mg/100 ml.

L-prolina: concentraciéon de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion mas preferida, la
concentracion varia de 0,001 mg a 100 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentracion varia de 0,005 mg/100 ml a 10 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentraciéon varia de 0,01 mg/100 ml a 1 mg/100 ml. De acuerdo con una realizaciéon aun mas preferida, la
concentracion es de aproximadamente 0,1 mg/100 ml.

Glicina: concentracion de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion mas preferida, la
concentracion varia de 0,001 mg a 100 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentraciéon varia de 0,005 mg/100 ml a 10 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentracion varia de 0,01 mg/100 ml a 1 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentracion es de aproximadamente 0,1 mg/100 ml.

Clorhidrato de lisina: concentracion de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién mas
preferida, la concentracion varia de 0,001 mg a 100 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida,
la concentracién varia de 0,005 mg/100 ml a 10 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentracion varia de 0,01 mg/100 ml a 1 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentracion es de aproximadamente 0,05 mg/100 ml.

L-leucina: concentracion de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion mas preferida, la
concentraciéon varia de 0,001 mg a 100 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién adin mas preferida, la
concentracion varia de 0,005 mg/100 ml a 10 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, la
concentraciéon varia de 0,01 mg/100 ml a 1 mg/100 ml. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
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concentracion es de aproximadamente 0,08 mg/100 ml.

Las disoluciones nuevas adecuadas para el tratamiento del queratocono por entrecruzamiento transepitelial o para la
proteccion de los globos oculares frente a los rayos UV-A se obtuvieron por mezcla de una o varias de las sustancias
mencionadas anteriormente, en concentraciones comprendidas en los intervalos indicados, con una disolucion que
contenia riboflavina, por ejemplo, con una disolucién de riboflavina en dextrano en una concentracion elegida en el
intervalo del 0,0001 al 0,5%. De acuerdo con una realizacion mas preferida, la concentracion de la disoluciéon de
riboflavina en dextrano varia del 0,001% al 0,4%. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la
concentracion varia del 0,005% al 0,3%. De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, la concentraciéon varia
de aproximadamente el 0,01% al 0,2%. De acuerdo con una realizacidon aun mas preferida, la concentracion es de
aproximadamente el 0,1%.

Los resultados de las pruebas han demostrado que todas las sustancias del grupo identificado son adecuadas para
favorecer la penetracion de la riboflavina y, en particular, de la disolucién estandar de riboflavina en dextrano, a
través del epitelio corneal y de proteger la cérnea frente a los rayos UV-A.

Las cérneas consideradas para la prueba, descartadas del banco de ojos por no ser utilizables para trasplantes, se
mantuvieron en disoluciones apropiadas y antes de las pruebas se evaluaron de nuevo por microscopia Optica y
examen de las células endoteliales.

Solo se usaron coérneas con buena transparencia, de un espesor en el intervalo de 500 a 600 ym y con un buen
mosaico endotelial, de acuerdo con lo sugerido en [10-15].

Las corneas se colocaron de manera que cerraran una camara cilindrica que contenia una disolucion
predeterminada de hialuronato de sodio y goma de xantano, 0,4 ml. Sobre la superficie de la cérnea se aplicé un
anillo metalico con el mismo diametro de la caja cilindrica como cierre hermético. A continuacion se administraron
sobre las cérneas las composiciones de prueba que contenian una sustancia fluorescente (riboflavina). Mediante la
medida de la fluorescencia en el interior de la caja en diversos instantes, fue posible determinar la cantidad de las
nuevas disoluciones que penetra en la cornea y el tiempo necesario para ello.

La eficacia de las sustancias indicadas como vehiculo en las composiciones para la administracién de riboflavina de
forma transepitelial y de las composiciones obtenidas por mezcla de la riboflavina con al menos una de las
sustancias indicadas se describe mediante los ejemplos de prueba siguientes, solo con fines ilustrativos.

Por razones de brevedad, solo se indican los resultados obtenidos en las pruebas de tratamiento de las cérneas con
las composiciones siguientes:

1) disolucién estandar de riboflavina en dextrano al 0,1%;
2) disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% + cloruro de benzalconio al 0,01%, de acuerdo con [16];

3) primera nueva composicion de prueba con riboflavina en dextrano al 0,1% + vitamina E TPGS (succinato de D-a-
tocoferilpolietilenglicol 1.000) en una concentracién de 500 mg/100 ml;

4) segunda nueva composicion de prueba con riboflavina en dextrano al 0,1% + 100 mg/100 ml de vitamina Q;

5) tercera nueva composicion de prueba con riboflavina en dextrano al 0,1% + 0,1 mg/100 ml de L-prolina + 0,1
mg/100 ml de glicina + 0,05 mg/100 ml de clorhidrato de lisina + 0,08 mg/100 ml de L-leucina;

6) cuarta nueva composicion de prueba con riboflavina en dextrano al 0,1% + 500 mg/100 ml de vitamina E TPGS
(succinato de D-a-tocoferilpolietilenglicol 1.000) + 100 mg/100 ml de vitamina Q + 0,1 mg/100 ml de L-prolina + 0,1
mg/100 ml de glicina + 0,05 mg/100 ml de clorhidrato de lisina + 0,08 mg/100 ml de L-leucina.

Cada una de las seis composiciones mencionadas se administré sobre la superficie de las cérneas seleccionadas y
colocadas segun se describe anteriormente y después de 15 minutos y después de 30 minutos se evalud el
empapamiento del estroma corneal, junto con la presencia de la sustancia fluorescente en la disolucion de
hialuronato de sodio y goma de xantano, 0,4 ml, situada en el recipiente por debajo de la cérnea tratada. La
evaluacion de la penetracion de la riboflavina en el estroma corneal se llevd a cabo por seccién de la cornea y
evaluacioén subsiguiente con un microscopio de fluorescencia.
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La presencia de la riboflavina en la disolucion de hialuronato de sodio y goma de xantano, 0,4 ml, que demuestra su
paso a través de la cornea, se evalud cualitativamente, mediante una escala visual y fluoroscopica, segun se
representa en la figura 1, y cuantitativamente, mediante una escala colorimétrica. Los dos numeros proximos a cada
muestra de color representan respectivamente el nUmero de partes de la disolucién estandar de riboflavina que
causan el color mostrado y el numero de partes de la disolucién de goma de xantano y hialuronato de sodio. La
escala de referencia se definié mediante la preparacion de diluciones de la disolucién de riboflavina en dextrano al
0,1% con goma de xantano y hialuronato de sodio en las proporciones siguientes (unidades/ml): 50/0, 40/10, 30/20,
20/30, 10/40, 0/50. Se prepar6 una escala visual y una escala fluorimétrica correspondientes a los valores definidos
de unidades/ml y se asigné una puntuacion de 10 a 0 a cada razon de dilucién. La escala colorimétrica contempla un
valor minimo del porcentaje de amarillo igual al 20% en ausencia de riboflavina, correspondiente al espectro
colorimétrico de la sustancia elegida como disolvente.

La evaluacion mediante la escala visual se llevé a cabo en condiciones de iluminacion estandar por comparacion
directa de las muestras obtenidas en las pruebas con la muestra predefinida y mediante técnicas fotograficas
digitales. La evaluacion fluorimétrica se llevd a cabo con un microscopio de fluorescencia equipado con una camara
fotografica digital en una camara oscura. La puntuacion correspondiente a la evaluacion con la escala visual y la
escala fluorimétrica fue otorgada por un tercer examinador mediante la obtencién de un promedio de los valores
obtenidos por los dos procedimientos.

La evaluaciéon colorimétrica se llevé a cabo insertando el material presente al final del experimento dentro de la
camara cilindrica (y por lo tanto, debajo de la cérnea) en una bolsa transparente y con un analisis por ordenador,
mediante un barrido de alta definicion de las diluciones predefinidas y la evaluacién del porcentaje de amarillo con el
programa de software PhotoshopmI 7.0 y un filtro monocromatico. Con esta técnica fue posible comparar el
porcentaje de amarillo detectado en las muestras del experimento con valores de concentracion determinados
exactamente y expresados en unidades/ml de la disolucién estandar de riboflavina al 0,1%, segun se muestra en la
figura 1.

La figura 2a es una imagen fluoroscépica de una seccion de una cornea tratada con entrecruzamiento transepitelial
después de haberle administrado la cuarta nueva disolucion durante 15 minutos, la figura 2b es una imagen
fluoroscopica de una seccidon de una cérnea tratada con entrecruzamiento transepitelial después de haberle
administrado la cuarta nueva disolucion durante 30 minutos y la figura 2c es una imagen fluoroscoépica de una
seccion de una cornea tratada con entrecruzamiento transepitelial con la cuarta nueva disolucion. En esta ultima
figura, es posible observar la penetracién de la riboflavina en toda la cérnea y el aumento de la rigidez del tejido
después del tratamiento de entrecruzamiento.

Las pruebas realizadas demostraron que:

a) después de 15 minutos de administracion de la disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% de forma
transepitelial, el estroma corneal queda parcialmente empapado y la disolucién fluorescente no es detectable en la
sustancia en el interior del recipiente, ya que el espectro colorimétrico puede superponerse al de la disolucién de
hialuronato de sodio y goma de xantano, 0,4 ml (puntuacién 0 segun la figura 1 y porcentaje de amarillo no superior
al 20%);

b) después de 30 minutos de administracion de la disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% de forma
transepitelial, el estroma corneal se muestra totalmente empapado de la disolucion fluorescente; la fluorescencia en
la disoluciéon de hialuronato de sodio y goma de xantano, 0,4 ml, en el recipiente puede detectarse, con una
puntuacién de 2-3 segun la figura 1 y un porcentaje de amarillo determinado con la técnica implementada por
ordenador mencionada anteriormente en un intervalo del 75% al 85%;

c) después de 15 minutos de administracion de forma transepitelial de la primera nueva disolucién de prueba con
riboflavina al 0,1% mas vitamina E TPGS (succinato de D-a-tocoferilpolietilenglicol 1.000) en una concentracion de
500 mg/100 ml, la cérnea se encuentra totalmente empapada y la disolucion fluorescente esta presente en el interior
del recipiente (puntuacion 2-3 segun la figura 1, con un porcentaje de amarillo del 72-76%);

d) después de 30 minutos de administracion de la primera nueva disolucion de prueba, todas las capas de la cérnea
se encuentran totalmente empapadas y hay una elevada concentracién de riboflavina en el interior del recipiente, lo
que demuestra una buena permeabilidad del tejido corneal al producto mismo en contacto con la superficie epitelial
(puntuacion 3-4 segun la figura 1, con un porcentaje de amarillo del 79-84%);
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e) la composicion propuesta en [16] y las nuevas disoluciones de prueba segunda y tercera que contenian,
respectivamente: cloruro de benzalconio al 0,01%; 100 mg/100 ml de vitamina Q; 0,1 mg/100 ml de L-prolina, 0,1
mg/100 ml de glicina, 0,05 mg/100 ml de clorhidrato de lisina y 0,08 mg/100 ml de L-leucina, mostraron, en las
mismas condiciones, una mejor penetracion de riboflavina, tanto en términos cuantitativos, como de rapidez de
penetracion, que los resultados correspondientes obtenidos solo con la disolucién estandar (riboflavina en dextrano
al 0,1%) (una puntuacién de 3-4 segun la figura 1 después de 15 minutos y una puntuacion de 4-6 después de 30
minutos, con un porcentaje de amarillo del 70-79% después de 15 minutos y del 78-86% después de 30 minutos);

f) la cuarta nueva composiciéon de prueba dio aun mejores resultados que todas las otras composiciones probadas.
Las diferentes concentraciones de colorante detectadas de manera fluoroscopica y el andlisis implementado por
ordenador de la sustancia fluorescente en el interior del recipiente después de 15 minutos y después de 30 minutos
de administracion del producto sobre la superficie del epitelio mostraron un aumento destacado (una puntuacién de
5-6 segun la figura 1 después de 15 minutos, con un porcentaje de amarillo del 88-91%; una puntuacién de 6-7
después de 30 minutos, con un porcentaje de amarillo superior al 90%); la mayor concentracion de la sustancia
fluorescente en la disolucion situada debajo de la cérnea, obtenida después de la administracion transepitelial de la
cuarta nueva disolucién de prueba, es particularmente evidente después de 15 minutos, especialmente si se
compara con los resultados obtenidos con la disoluciéon estandar, que ni siquiera es detectable en la disolucion del
interior del recipiente después del mismo intervalo de tiempo. Esto puede explicarse suponiendo que existe un
efecto sinérgico entre los potenciadores de penetracion cuando se mezclan entre si para favorecer el paso de la
riboflavina a través del epitelio corneal.

Los resultados ilustrados demuestran que al menos las sustancias siguientes:

- vitamina E

en que R1 = CHs o H, R2 = CH3 0 H y R3 = CHg3; solo como ejemplo, puede citarse la vitamina E TPGS (succinato
de D-a-tocoferilpolietilenglicol 1.000);
- coenzima Q
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en la forma reducida, cualquiera que sea el numero de unidades de isoprenoide de la coenzima Q; solo como
ejemplo, puede citarse la coenzima Q 10;

5
- L-prolina
3 H
H
;
10 - glicina
;

- lisina

15

o clorhidrato de lisina;

20 - L-leucina

2

en solitario o combinadas entre si, eventualmente combinadas con excipientes como acido acético y en
25 concentraciones elegidas en los intervalos mencionados anteriormente, facilitan la penetracion de la riboflavina a
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través del epitelio corneal en menores intervalos de tiempo que los intervalos de tiempo requeridos por la disolucion
estandar de riboflavina en dextrano y en cantidades suficientes para el subsiguiente tratamiento de
entrecruzamiento.

La combinacién de todos los compuestos mencionados con riboflavina mostré un efecto sinérgico inesperado, al
producir mejores resultados desde el punto de vista de la concentraciéon de producto que atraviesa los tejidos
corneales y la rapidez de su penetracion.

Los solicitantes ensayaron in vitro la eficacia del tratamiento de entrecruzamiento transepitelial en cérneas humanas
mediante la administracién de la cuarta nueva composicion de prueba y una irradiacion con rayos UV-A de 3
mW/cm?, de acuerdo con los protocolos estandar. Las cérneas probadas se prepararon como en el experimento
previo, por fijacion en el soporte adecuado, y la disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% y la cuarta
nueva composicion de prueba se administraron sobre la superficie del epitelio (administradas, por lo tanto, de forma
transepitelial) de las corneas respectivas durante 30 minutos. A continuacion, se llevé a cabo la irradiacion estandar
con rayos UV-A durante 30 minutos, en etapas de cinco minutos, precedidas por la nueva administracién de cada
disolucidon sobre la superficie de la cornea. Al final del experimento, se evalué el grado de rigidez de la cérnea de la
manera siguiente: cada una de las cérneas se sostuvo por una porcion extrema de una longitud de 2 mm con unas
pinzas corneales para mantener dicha porcion alineada con una linea horizontal y se midié el angulo formado por el
extremo opuesto de dicha cérnea con respecto a la linea horizontal.

La figura 3a muestra una cérnea después de un tratamiento de entrecruzamiento transepitelial llevado a cabo con la
disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% que se curva hacia abajo en un angulo de aproximadamente
40° y la figura 3b muestra otra cérnea después de un tratamiento de entrecruzamiento llevado a cabo con la cuarta
nueva composicion de prueba y sin haber eliminado previamente el epitelio corneal. Al comparar las dos figuras, es
evidente que el tratamiento de entrecruzamiento transepitelial llevado a cabo con la cuarta nueva composicion de
prueba fortalece la cérnea, segun lo deseado, que ahora se curva hacia abajo en un angulo de solo 25°.

Como confirmacion adicional de la eficacia del tratamiento de entrecruzamiento transepitelial con el uso de la cuarta
nueva composicion de prueba, este tratamiento se implemento in vitro en porciones extremas de cérneas humanas
que pertenecian a pacientes afectados por queratocono, sometidos a queratoplastia perforante; en estos casos, la
coérnea extirpada del paciente se uso en el laboratorio, en lugar de destruirse, cuidando de evitar el tiempo de la
operaciéon correspondiente a la diatermia, para permitir la conservacién de los planos de las capas corneales
(trasplante de espesor total). Los limbos corneales se fijaron en un soporte adecuado. La disoluciéon estandar de
riboflavina en dextrano al 0,1% se administrd sobre la primera cérnea y la cuarta nueva disolucion de prueba se
administré sobre la segunda coérnea, mediante la aplicacién de las disoluciones durante 30 minutos sobre las
superficies corneales sin la previa eliminacion del epitelio. A continuacion, se llevé a cabo el tratamiento estandar
con rayos UV-A solamente en la cérnea tratada con la cuarta nueva disolucion de prueba, con una potencia de 3
mW/cm? durante 30 minutos, en etapas de 5 minutos, precedidas por la nueva administracion de la composicion
sobre la superficie de la cornea. La otra porcion extrema con queratocono, fijada sobre el soporte adecuado, se traté
solo por deposicién sobre la cérnea de la disolucién estandar de riboflavina en dextrano al 0,1%, sin la irradiacién
subsiguiente con rayos UV-A. Al final del experimento, se llevd a cabo una inspeccion del parénquima corneal con
un microscoépico electronico de barrido.

La figura 4 ilustra el aspecto al microscopio electronico de barrido de las laminillas de una seccion de una cornea
procedente de un paciente afectado con un queratocono sin tratar. La figura 5 es una vista ampliada de una porcion
de la figura 4. Estas dos figuras muestran un debilitamiento de las laminillas corneales en una porcién extrema de la
cornea sobre la que se aplicé la disolucion estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% sin la posterior irradiacion
con rayos UV-A.

La figura 6 es una imagen de microscopio electronico de barrido que muestra el aspecto de las laminillas de una
seccion de una coérnea afectada por queratocono después del tratamiento de entrecruzamiento transepitelial con la
cuarta nueva disolucion de prueba. La porciéon extrema con queratocono, tratada con la cuarta nueva disolucion de
prueba, administrada de forma transepitelial, e irradiada con rayos UV-A de acuerdo con el protocolo estandar
durante 30 minutos, presentd laminillas corneales compactas, distribuidas muy densamente, lo que demuestra la
formacion de nuevos entrecruzamientos bioquimicos.

También se obtuvieron buenos resultados con las nuevas composiciones de prueba primera, segunda y tercera.

Los resultados obtenidos con el uso de las nuevas composiciones de prueba superan también las objeciones de
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ciertos autores con respecto a una hipotética reduccion de los efectos del tratamiento de entrecruzamiento cuando
este se realiza de forma transepitelial, porque el epitelio haria de pantalla para los rayos UV-A. La hipétesis de una
reduccion de la eficacia del tratamiento de entrecruzamiento transepitelial es errénea, como demuestran las
muestras histologicas obtenidas, cuando se afiade como vehiculo (potenciador de penetracion) a la riboflavina al
menos una de las sustancias propuestas en este documento y la irradiacion se ejecuta de acuerdo con el protocolo
estandar.

Ademas, se llevd a cabo un estudio comparativo de los efectos del tratamiento de entrecruzamiento en forma
transepitelial sobre la integridad morfolégica de las capas epiteliales de la coérnea y de las microvellosidades
presentes en la superficie de las células epiteliales mediante un microscopio electrénico de barrido (7.500 x). Esto se
realiz6 para evaluar la tolerancia del epitelio corneal al tratamiento de entrecruzamiento llevado a cabo de forma
transepitelial con la cuarta nueva composicién de prueba, con respecto a la disolucion estandar de riboflavina en
dextrano al 0,1% y la composicién estandar mas cloruro de benzalconio al 0,01%, segun se propone en [16].

Esta prueba se llevo a cabo porque las células epiteliales son las primeras estructuras organicas irradiadas por el
flujo de rayos UV-A y podrian sufrir lesiones debido a la absorcion de estas radiaciones. Ninguna de las
publicaciones disponibles parece considerar este aspecto, ni se encuentran datos al respecto disponibles en la
bibliografia.

Los parametros que se consideran mas fiables para evaluar la vitalidad de las células epiteliales son el examen
citolégico con una técnica de impresidén y, en particular, el examen con el microscopio electrénico de las
microvellosidades de la capa de células del epitelio superficial de la cdérnea. La presencia de extroflexiones en la
membrana (microvellosidades) de los elementos celulares superficiales integros, con una elevada concentracion de
mucinas transmembranarias y un buen glucocaliz, permiten enlazar de manera 6ptima la mucina libre que constituye
la capa profunda de la pelicula lagrimal precorneal. Por el contrario, una pérdida patolégica de las microvellosidades
determina una dificil adhesién de la capa de lagrimas a la superficie ocular y fenémenos de padecimiento epitelial
inducidos por la disfuncién de la pelicula lagrimal precorneal en si misma y, como consecuencia, inflamaciones.

La morfologia de las microvellosidades se evalué con un microscopio electrénico de barrido después de un
tratamiento transepitelial in vitro con rayos UV-A de acuerdo con las dosis estandar. Se sometieron cérneas
humanas de un espesor de entre 500 y 600 ym a incubacién durante 30 minutos con una disolucion salina
equilibrada (BSS), con la disoluciéon estandar de riboflavina en dextrano al 0,1%, con la disolucién estandar mas
cloruro de benzalconio al 0,01% y con la cuarta nueva composicion, respectivamente.

Previamente se habia estudiado también la morfologia de las microvellosidades y de las capas superficiales del
epitelio corneal de cérneas no sometidas a ningun tratamiento, para resaltar como deberian mostrarse las células
epiteliales y sus microvellosidades al no ser sometidas a ningun tratamiento fotoquimico.

La figura 7 es una imagen de microscopio electréonico de barrido que muestra la morfologia de las microvellosidades
y de las capas superficiales del epitelio en una cérnea normal y la figura 8 muestra una imagen de microscopio
electronico de barrido de una cérnea tratada con rayos UV-A después de haberle administrado la disolucién
estandar de riboflavina en dextrano al 0,1% de acuerdo con el protocolo estdndar. En comparacién con la figura 7,
es evidente que se han perdido todas las capas epiteliales y que la membrana de Bowman esta al descubierto.

Una situaciéon similar se produce también en aquellas cdrneas tratadas con la composicion compuesta por la
disolucion estandar mas cloruro de benzalconio al 0,01%, segun se sugiere en [16].

La figura 9 es una imagen de microscopio electrénico de barrido de una cérnea tratada con rayos UV-A en una dosis
estandar después del tratamiento con la cuarta nueva composicién de prueba. En comparacion con las figuras 7 y 8,
es posible observar la conservacion de las capas epiteliales, los nucleos celulares y las uniones comunicantes.
Ademas, hay una reduccion significativa de la densidad de microvellosidades, aunque las microvellosidades
restantes presentan una morfologia integra y no existe ningun riesgo para la membrana celular citoplasmica
profunda. Unos resultados similares se obtuvieron con las nuevas composiciones de prueba primera, segunda y
tercera.

La figura 10 es una imagen de microscopio electrénico de barrido de una coérnea tratada con una dosis estandar de
rayos UV-A y el uso unicamente de una disolucioén fisioldgica, con fines de comparacioén. Las capas epiteliales estan
rotas, numerosas células han perdido el nucleo citoplasmico y se han perdido practicamente todas las uniones
comunicantes y las microvellosidades.
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Los resultados obtenidos pueden resumirse de la manera siguiente:

1) Las corneas tratadas con rayos UV-A, con una incubacion previa con la disolucion estandar de riboflavina en
dextrano al 0,1% o con la composicién que contiene la disolucién estandar mas cloruro de benzalconio al 0,01%, de
acuerdo con el protocolo estandar, experimentan una pérdida total de todas las capas epiteliales y, como
consecuencia, la membrana de Bowman queda al descubierto (figura 8). En la practica, al usar solo la disolucion
estandar, eventualmente con la adicion de cloruro de benzalconio, el epitelio queda destruido por la radiacion UV-A.
Esto lleva a pensar que el tratamiento de entrecruzamiento llevado a cabo sin eliminar el epitelio y con el uso de la
disolucion estandar o de la composicion con riboflavina en dextrano mas cloruro de benzalconio no evitaria a los
pacientes después del tratamiento los molestos sintomas causados por la eliminacion quirargica del epitelio.

2) Las cérneas tratadas con una dosis estandar de rayos UV-A después de la incubaciéon con composiciones que
comprendian riboflavina en dextrano y al menos un vehiculo elegido entre los mencionados anteriormente y, en
particular, después de la incubacién con la cuarta nueva composicion estandar, mantuvieron las capas epiteliales,
los nucleos celulares y las uniones comunicantes. Se observé una reducciéon significativa de la densidad de las
microvellosidades, aunque las microvellosidades restantes muestran una morfologia integra. La membrana celular
citoplasmica profunda de las cérneas se muestra integra.

3) Las corneas tratadas con una dosis estandar de rayos UV-A después de la incubacion con una disolucién salina
equilibrada (BSS) mostraron una rotura de las capas epiteliales, la pérdida del nucleo citoplasmico de numerosas
células y practicamente todas las uniones comunicantes y microvellosidades.

Se tomaron también numerosas imagenes de microscopio electronico de las cérneas tratadas con las nuevas
composiciones de prueba primera, segunda y tercera, pero no se muestran en este documento porque son
sustancialmente idénticas a las obtenidas con el uso de la cuarta nueva composicién de prueba.

Estos resultados inducen a concluir que al menos la vitamina E, la vitamina Q o coenzima Q y los aminoacidos
probados como L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina y L-leucina, ayudan a proteger el epitelio corneal y a favorecer
la penetracion de la riboflavina a través del epitelio corneal. Entre las nuevas disoluciones propuestas en este
documento, la cuarta composicién mostré el mejor rendimiento, tanto en cuanto al tiempo de penetraciéon, como a la
preservacion del epitelio corneal.

La razén de por qué las sustancias propuestas permiten obtener estos extraordinarios resultados y de por qué las
sustancias usadas en la cuarta composicion de prueba muestran un efecto sinérgico no esta totalmente aclarada
todavia. Sin limitar la invencion a una teoria, los solicitantes sugieren que la reduccion de los dafios detectados en el
epitelio corneal después del tratamiento con la cuarta nueva composicion de prueba podria deberse probablemente
a la accioén citorreparadora de la vitamina E, por ejemplo, la vitamina E TPGS, y/o a la presencia en la disolucién de
al menos un aminoacido esencial o condicionalmente esencial. Probablemente, la vitamina E actuaria sobre la
glutation-oxidasa y la peréxido-dismutasa, que son las enzimas implicadas en la reparacién del epitelio, y los
aminoacidos esenciales o condicionalmente esenciales tendrian una accion citorreparadora y probablemente
favorecerian también el efecto de entrecruzamiento. Ademas, el mayor empapamiento del tejido por la cuarta nueva
disolucion probablemente determina no solo un aumento del efecto de entrecruzamiento, sino también una mejor
preservacion de las capas epiteliales corneales frente a los peligrosos efectos de los rayos UV-A.

Con las nuevas disoluciones de riboflavina en dextrano y al menos un vehiculo (potenciador de la penetracion)
elegido entre los propuestos en este documento, es posible llevar a cabo el tratamiento de entrecruzamiento, por
ejemplo, para tratamiento del queratocono, sin la eliminacién preventiva del epitelio corneal. Al no eliminar el epitelio
corneal se evitan:

1) dolencias debidas a la irritacion que se produce tipicamente en los primeros dias después del tratamiento de
entrecruzamiento de acuerdo con el protocolo estandar;

2) la necesidad de aplicar una lente de contacto terapéutica después del tratamiento y, sobre todo,
3) los riesgos de infecciones corneales postoperatorias debidas a la eliminacion del epitelio corneal. Ademas, se

evitan intervenciones quirurgicas en la cornea, por lo que es posible llevar a cabo el tratamiento en un ambulatorio,
sin necesidad de un quiréfano ni de un microscopio quirurgico.
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Las nuevas disoluciones podrian administrarse también en forma de colirio o gel o aplicarse sobre lentes de contacto
terapéuticas antes de la exposicion a los rayos solares, especialmente durante el verano, para aumentar el efecto de
entrecruzamiento natural debido a la irradiacion de la riboflavina con la luz del sol.

Ademas, las nuevas disoluciones podrian proteger las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos UV-A 'y
usarse, de este modo, para proteccion frente a la degeneraciéon macular y/o prevencion de cataratas en personas de
riesgo, expuestas durante muchas horas a la luz del sol.

Solo con el fin de preservar las nuevas disoluciones durante el mayor tiempo posible en envases que no son de
dosis unica, puede afadirseles cloruro de benzalconio en una concentracion comprendida entre el 0,0001% vy el
0,02%, preferentemente en una concentracion de aproximadamente el 0,01%. Si las nuevas disoluciones han de
producirse y comercializarse en envases desechables de dosis Unica, la adicién de cloruro de benzalconio no es
indispensable. Ademas, a las composiciones pueden afiadirse conservantes, agentes antimicrobianos, antimicéticos,
excipientes (solo como ejemplo, acido acético) y, en general, cualquier sustancia usada en el ambito de la
oftalmologia para preparar disoluciones oftalmicas estables y estériles y/o favorecer su asimilacion.

Segun se ha indicado previamente, los solicitantes creen que el buen rendimiento de la composicion obtenida
afadiendo a la riboflavina al menos una sustancia elegida de entre vitamina Q, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina
y L-leucina se debe parcialmente a que estas Ultimas sustancias son aminoacidos esenciales o condicionalmente
esenciales, por lo que tendrian una funcién citorreparadora a través de un aumento de la metaloproteinasa MMP9.
Esto lleva a concluir que podria ser posible obtener unos resultados similares a los obtenidos con las nuevas
composiciones primera, segunda, tercera y cuarta mediante la adiciéon a una disolucién de riboflavina, por ejemplo, a
la disolucion estandar de riboflavina en dextrano, de al menos una sustancia adaptada al aumento de la
metaloproteinasa MMP9, probablemente en una concentracion comprendida entre el 0,00001% y el 0,5%.

Entre las sustancias anteriores, adaptadas a aumentar la metaloproteinasa MMP9, es digna de mencién la
genisteina (5,7-dihidroxi-3-(4-hidroxifenil)cromen-4-ona), fitoestrogenos, citocinas y los denominados farmacos AINE
(farmacos antiinflamatorios no esteroideos). Entre los farmacos AINE adaptados para su uso en la preparacion de
una disolucion oftalmica de riboflavina, son dignos de mencién:

acido acetilsalicilico (acido 2-acetoxibenzoico), acido flufenamico (acido 2-{[3-(trifluorometil)fenillamino}benzoico),
acido  meclofenamico  (2-[(2,6-dicloro-3-metilfenil)amino]lbenzoico), acido  mefenamico (acido 2-(2,3-
dimetilfenil)aminobenzoico), acido niflimico (acido 2-{[3-(trifluorometil)fenillamino}nicotinico), acido tolfenamico
(acido 2-[(3-cloro-2-metilfenil)amino]benzoico), benorilato (2-(acetiloxi)benzoato de 4-(acetilamino)fenilo), carprofeno
(acido (RS)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)propanoico), celecoxib (4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-
illbencenosulfonamida), cinoxicam (cinamato de piroxicam o (E)-3-fenilprop-2-enoato de [9-metil-10,10-dioxo-8-
(piridin-2-ilcarbamoil)-10A°-tia-9-azabiciclo[4.4.0]deca-1,3,5,7-tetraen-7-ilo]),  diflunisal  (acido  2',4’-difluoro-4-
hidroxibifenil-3-carboxilico), diclofenaco (acido (2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenillacético), droxicam (6,6-didéxido de 5-
metil-3-(2-piridinil)-2H,5H-1,3-o0xazino(5,6-c)(1,2)benzotiazina-2,4(3H)-diona), etodolaco (acido (RS)-2-(1,8-dietil-4,9-
dihidro-3H-pirano[3,4-bJindol-1-il)acético), etoricoxib (5-cloro-6’-metil-3-[4-(metilsulfonil )fenil]-2,3’-bipiridina),
fenoprofeno (acido 2-(3-fenoxifenil)propanoico), flurbiprofeno (acido (RS)-2-(2-fluorobifenil-4-il)propanoico),
ibufenaco (acido 4-isobutilfenilacético), ibuprofeno (acido (RS)-2-(4-(2-metilpropil)fenil)propanoico), indometacina
(acido 2-{1-[(4-clorofenil)carbonil]-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il}acético), ketoprofeno (4cido (RS)-2-(3-
benzoilfenil)propanoico), ketorolaco (acido (%)-5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-carboxilico,  2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol), lornoxicam (1,1-dioxido de (3E)-6-cloro-3-[hidroxi(piridin-2-ilamino)metileno]-2-metil-
2,3-dihidro-4H-tieno[2,3-e](1,2)tiazin-4-ona), lumiracoxib (acido {2-[(2-cloro-6-fluorofenil)amino]-5-metilfenil}acético),
meloxicam (1,1-diéxido de 4-4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida), metamizol
([(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-1H-pirazol-4-il)metilamino]metanosulfonato de sodio), naproxeno (acido (+)-
(S)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanoico), nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanosulfonamida), oxaprozina (acido
3-(4,5,-difenil-1,3-oxazol-2-il)propanoico, parecoxib  (N-{[4-(5-metil-3-fenilisoxazol-4-il)fenil]sulfonil}propanamida),
piroxicam ((8E)-8-[hidroxi-(piridin-2-ilamino)metilideno]-9-metil-10,10-dioxo-10A°-tia-9-azabiciclo[4.4.0]deca-1,3,5-
trien-7-ona), rofecoxib (4-(4-metilsulfonilfenil)-3-fenil-5H-furan-2-ona), sulindaco (acido {(1Z)-5-fluoro-2-metil-1-[4-
(metilsulfinil)bencilideno]-1H-inden-3-il}acético), sudoxicam (1,1-di6xido de 4-hidroxi-2-metil-N(2)-tiazolil-2H-1,2-
benzotiazina-3-carboxamida), tenoxicam (1,1-diéxido de (3E)-3-[hidroxi(piridin-2-ilamino)metileno]-2-methyl-2,3-
dihidro-4H-tieno[2,3-€e][1,2]tiazin-4-ona), valdecoxib (4-(5-metil-3-fenilisoxazol-4-il)bencenosulfonamida. Solo los
compuestos reivindicados son parte de la invencion.

Ademas, los solicitantes consideran posible la obtencion de resultados similares a los de las nuevas composiciones
primera, segunda, tercera y cuarta mediante la adicion a una disolucién de riboflavina, por ejemplo, a una disolucion
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de riboflavina en dextrano, de al menos un aminoacido esencial o condicionalmente esencial. Entre las sustancias
potencialmente Utiles, la mas prometedora parece ser L-arginina. Esta puede mezclarse con una disoluciéon de
riboflavina, por ejemplo, la disolucion estandar de riboflavina en dextrano, y eventualmente ademas con una o mas
de las sustancias mencionadas anteriormente para la obtencion de nuevas disoluciones. Aun cuando todavia no se
han probado todas estas sustancias, los solicitantes consideran razonable que todos los aminoacidos esenciales o
condicionalmente esenciales pueden usarse de manera valida para facilitar la penetracion de la riboflavina a través
del epitelio corneal y de este modo proteger la cérnea frente a los rayos UV-A y frente a los rayos solares absorbidos
por la riboflavina. En particular, parece razonable considerar la L-arginina como un vehiculo valido al igual que las
sustancias propuestas anteriormente, ya que parece razonable presumir que la L-arginina, que es un precursor
aminoacidico del 6xido de nitrodgeno, puede liberar éxido de nitrdgeno (NO) a niveles periféricos. El uso de 6xido del
nitrégeno (NO) para el tratamiento de pacientes afectados por queratocono por administracion por via tépica sobre el
epitelio corneal de una sustancia que contiene NO disuelto se ve dificultada por la baja solubilidad del NO.

Todavia ha de determinarse experimentalmente en qué grado la L-arginina y los otros aminoacidos esenciales
protegen las microvellosidades del epitelio frente a los rayos UV-A usados en el tratamiento de entrecruzamiento. Si
los otros aminoacidos esenciales o condicionalmente esenciales y, en particular, L-arginina, demuestran ser utiles,
segun lo esperado, para la preparacion de disoluciones oftalmicas que permitan un tratamiento de entrecruzamiento
transepitelial preservando a la vez el epitelio corneal, segun consideran razonable los solicitantes, se afadiran a una
disolucion de riboflavina, por ejemplo, una disolucion estandar de riboflavina en dextrano, en una concentracion
comprendida entre el 0,00001% y el 0,5%. De acuerdo con una realizaciéon mas preferida, la concentraciéon de L-
arginina o de otro aminoacido esencial o condicionalmente esencial varia entre el 0,001% y el 0,4%. De acuerdo con
otra realizacion aun mas preferida, la concentracion varia entre el 0,005% y el 0,3%. De acuerdo con otra realizacion
aun mas preferida, la concentracion varia entre el 0,01% y el 0,2%. De acuerdo con ofra realizacién ain mas
preferida, la concentracion de L-arginina o de otro aminoacido esencial o condicionalmente esencial es de
aproximadamente el 0,1%.

Como opcidn, es posible afiadir L-arginina y/o cualquier otro amino&cido esencial o condicionalmente esencial a
cualquiera de las nuevas disoluciones propuestas.

La dosis de las nuevas disoluciones oftalmicas depende de la patologia diagnosticada y de su gravedad. De forma
indicativa, se considera que la dosis puede variar entre una gota en el ojo por dia hasta un maximo de una gota en el
0jo por hora.
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REIVINDICACIONES

1. Una disolucién oftalmica que contiene riboflavina y al menos un compuesto elegido del grupo que
consta de coenzima Q, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-leucina, L-arginina y vitamina E para uso en la
proteccion de las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos UV-A en un paciente o para uso en el
tratamiento del queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial.

2. La disolucién oftalmica para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que contiene riboflavina, vitamina
E y al menos un compuesto elegido del grupo que consta de coenzima Q, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-
leucina y L-arginina.

3. La disolucion oftalmica para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, que comprende una
disolucion de riboflavina en dextrano con una concentracion elegida en el intervalo del 0,0001% al 0,5% y al menos
uno de los compuestos siguientes:

- vitamina E en una concentracion elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- coenzima Q en una concentracion elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- L-prolina en una concentracion elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- glicina en una concentracioén elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- clorhidrato de lisina en una concentracion elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- L-leucina en una concentracion elegida en el intervalo de 0,0001 mg/100 ml a 2.000 mg/100 ml;

- L-arginina en una concentracion elegida en el intervalo del 0,00001 al 0,5%.

4. La disolucién oftalmica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, que
comprende una disolucidon de riboflavina en dextrano con una concentracion de aproximadamente el 0,1% y al
menos uno de los compuestos siguientes:

- vitamina E en una concentracion de 500 mg/100 ml;

- coenzima Q en una concentracion de 100 mg/100 ml;

- L-prolina en una concentracion de 0,1 mg/100 mi;

- glicina en una concentracién de 0,1 mg/100 ml;

- clorhidrato de lisina en una concentracion de 0,05 mg/100 ml;

- L-leucina en una concentracién de 0,08 mg/100 ml;

- L-arginina en una concentracién del 0,1%.

5. La disolucién oftalmica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que
comprende riboflavina al 0,1% en dextrano, 500 mg/100 ml de vitamina E TPGS (succinato de D-a-
tocoferilpolietilenglicol 1.000), 100 mg/100 ml de coenzima Q, 0,1 mg/100 ml de L-prolina, 0,1 mg/100 ml de glicina,
0,05 mg/100 ml de clorhidrato de lisina y 0,08 mg/100 ml de L-leucina.

6. La disolucion oftalmica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en forma de
colirio o de gel oftalmico o en una forma adaptada para su aplicacion sobre lentes de contacto terapéuticas.

7. Uso de riboflavina para la preparacién de una disolucién oftalmica que comprende un compuesto
elegido del grupo que consta de coenzima Q, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-leucina, L-arginina y vitamina
E para la proteccién de las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos UV-A en un paciente o para el
tratamiento del queratocono con un entrecruzamiento transepitelial.
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8. Un compuesto elegido del grupo que consta de coenzima Q, L-prolina, glicina, clorhidrato de lisina, L-

leucina, L-arginina y vitamina E para uso para potenciar la penetracion a través del epitelio corneal de una disolucion

oftalmica que comprende riboflavina para la proteccion de las estructuras internas del globo ocular frente a los rayos
5 UV-A en un paciente o para el tratamiento del queratocono con una técnica de entrecruzamiento transepitelial.

17



ES 2441227 T3

o[[uewe ap a[eIuasIogd
J10[09 3p B[8IST

| K |

0</0

0¥/01

0&/0T

0Z/0¢

ol/o¥

0/0¢

]

[1/sepeprun
BOLIQUWILION[J B[BOSH

[1i/sepepiun
%10 UQranyI(q

Iepue)}so
[ensIA e[edsq

uoENUNg

18



ES 2441227 T3

FIG. 2b

FIG. 2¢c
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FIG. 3a

FIG. 3b
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FIG. 10
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