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DESCRIPCION
Composicion para la prevencion o tratamiento de enfermedades oculares.

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a una composicion para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades oculares y
una composicion de lagrimas artificiales.

Técnica anterior

El sindrome del ojo seco es una enfermedad habitual con una tasa de prevalencia del 5,5-15% en funcion de la
poblacién, la edad y el diagnéstico convencional (1,2). La enfermedad se caracteriza por dolor, superficie irregular de
la cérnea, vision borrosa y fluctuante e incremento del riesgo de Ulcera corneana (3,4). Se sabe que el cambio en la
permeabilidad de la cérnea causado por la sequedad ocular crénica y la queratitis seca resultante de la pelicula
lagrimal inestable causa inflamaciones, que se ha demostrado por el aumento de la inflamacién mediada por
guimioquinas y citoquinas en las lagrimas, aumento de la actividad inmunoldgica y la expresién de moléculas de
adhesién (HLA -DR y la molécula de adhesion intercelular 1 [ICAM-1]) por las células epiteliales de la conjuntiva, y el
aumento de los linfocitos T en la conjuntiva (5,6). La Ulcera corneal resultante de la queratoconjuntivitis seca (KCS)
puede conducir a problemas de vision, pérdida de la vision e incluso ceguera (7,8). Se ha notificado que el nivel y la
actividad de las metaloproteinasas de matriz 9 (MMP-9) aumentan considerabemente no sélo en las lagrimas de los
pacientes con sindrome de ojo seco (9), sino también en el epitelio corneal y las lagrimas del ojo seco en ratones de
investigacion (EDE) (10).

Recientemente, se ha informado de forma consistente que la inflamacién y la apoptosis en la superficie ocular
desempefian un papel importante en el desarrollo del sindrome de ojo seco (11). Se sabe que el estrés
hiperosmotico y el aumento de citocinas inflamatorias (es decir, interleucina (IL) -1, factor de necrosis tumoral (TNF)-
a y factor transformante de crecimiento (TGF)-B) asociado con el sindrome de ojo seco aumentan la expresion de
MMP-9 por las células epiteliales de la cérnea (12). Estos entornos inflamatorios cronicos se deben, en parte, a la
degeneracion patoldgica caracteristica del epitelio conjuntival, tales como metaplasia escamosa y la pérdida de
células caliciformes (13).

La angiogénesis, un proceso que implica el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes,
se conoce como un proceso fundamental en diversas afecciones fisioldégicas y patologicas, incluyendo la
cicatrizacion de heridas, el desarrollo embrionario, la inflamacién croénica, y el desarrollo y transicion de tumores
(14,15). Ademas, se sabe que la angiogénesis participa en varias afecciones que pueden causar pérdida de la
vision, como la retinopatia diabética, la degeneracién macular, la retinopatia del prematuro y la oclusion venosa de la
retina (16). Se sabe que los nuevos vasos sanguineos crecen a partir de las venas preexistentes a través de una
serie de procesos que incluyen la degradacion de la membrana basal (MB) y la matriz extracelular (MEC) de las
células endoteliales por la accién de proteasas (17,18), la proliferacion y migracion de células endoteliales (19) y la
formacion y la oclusién de tubos vasculares (20). Con respecto a la pérdida de la vision causada por dafios en la
retina asociados con la angiogénesis, se sabe que la supresion de uno o méas de los procesos anteriores tiene un
potencial valor terapéutico (16). La sialillactosa (NeuSAc a-2, 3-D-Gal -1, 4-D-Glc) (fig. 1) es un &cido sialico que
incluye glicoesfingolipido del gangliésido GM3 y habitualmente se encuentra en el plasma sanguineo y la membrana
celular de los mamiferos (12,22). Sin embargo, no ha habido investigacién sobre la accién de sialillactosa sobre el
sindrome del ojo seco u otras enfermedades oculares.

A lo largo de esta memoria descriptiva, se citan y referencian una serie de bibliografias y documentos de patente. La
divulgacion de las bibliografias y documentos de patente citados se incorpora en el presente documento como
referencia para explicar con mayor claridad la técnica anterior y la presente invencion.

Divulgacion

Los inventores de la presente invencion tienen como objetivo desarrollar una sustancia capaz de prevenir o tratar
diversas enfermedades oculares. Como resultado, los inventores han encontrado que el sialiloligosacérido inhibe la
expresion de MMP-9 y las citocinas inflamatorias (IL-18, TNF-a, etc) en el modelo animal de ojo seco e inhibe la
activacion mediada por VEGF de VEGFR-2 en las células endoteliales de la retina humana y, por lo tanto, es capaz
de prevenir o tratar de forma eficaz enfermedadesde oculares, tales como el sindrome de ojo seco, la enfermedad
inflamatoria ocular y la enfermedad ocular asociada con la neovascularizacion y los efectos secundarios asociados
con el uso de lentes de contacto.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion para la profilaxis o tratamiento
de una enfermedad ocular.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion de lagrima artificial.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicion para limpiar lentes de contacto, lubricantes o
de embalaje.
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Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para limpiar, lubricar o embalar lentes de
contacto.

Descripcion de las figuras

Los objetos, caracteristicas y ventajas anteriores y adicionales de la presente invencién se haran evidentes a partir
de la siguiente descripcion de realizaciones preferidas junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra la estructura de la sialillactosa, un ingrediente activo de la presente invencion;

La figura 2 muestra el resultado de la RT-PCR que muestra la expresion de ARN de MMP-9, TNF-a e IL-18 en
las células epiteliales de la cérnea en el grupo sin tratar (ST) y el grupo de ojo seco experimental (EDE) [SL
significa sialillactosa];

La figura. 3 muestra un cimograma que muestra dos bandas de MMP-9 en el grupo sin tratamiento (ST) y el
grupo de ojo seco experimental (EDE) [SL es sindnimo de sialillactosa];

La figura 4 muestra el resultado de una SDS-PAGE que muestra el efecto de la inhibicién con sialillactosa de la
fosforilacion de VEGFR-2 inducida por VEGF.

La figura 5 muestra micrografias dpticas Nikon que muestran el efecto de inhibicion de la formacién de tubos
inducida por VEGF en células endoteliales de la retina humana (HREC) in vitro;

La figura 6 muestra micrografias de fluorescencia que muestran el efecto de la inhibicién con sialillactosa del
ensamblaje inducido VEGF que tiene adhesiones focales en HREC [las flechas blancas representan puntos de
tincion de anti-FAK (B) y anti-paxilina (F), respectivamente.]; y

La figura 7 muestra micrografias de fluorescencia que muestran el efecto de la inhibicion con sialillactosa de la
adhesion intercelular inducida por VEGF en HREC [las flechas blancas representan la escision de la sialillactosa,
por la ceramida glicanasa].

Mejor modo

En lo sucesivo en el presente documento, las realizaciones de la presente invencion se describiran en detalle con
referencia a los dibujos adjuntos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos (incluyendo términos técnicos y cientificos) tienen el
significado entendido habitualmente por un experto ordinario en la técnica. En la descripcion y dibujos siguientes, los
detalles de las caracteristicas y las técnicas bien conocidas se pueden omitir para evitar oscurecer innecesariamente
la presente invencion.

En una forma de realizacién, la presente invencidn proporciona una composicion para la profilaxis o el tratamiento de
una enfermedad ocular que comprende un compuesto representado por la férmula general I, una sal del mismo, un
hidrato del mismo o un solvato del mismo como un ingrediente activo:

Formula general | S-(MS),- (MS)q
en la que S representa un 4cido siélico, y (MS)py (MS)q representan independientemente un residuo monosacarido.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, la presente invencién proporciona un procedimiento para la
profilaxis o el tratamiento de una enfermedad ocular que comprende la administracion a un sujeto de una
composicion que comprende un compuesto representado por la formula general I, una sal del mismo, un hidrato del
mismo o un solvato del mismo como ingrediente activo:

Formula general | S-(MS),- (MS)q
en la que S representa un acido sialico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un residuo monosacarido.

Los inventores de la presente invencion tenian como objetivo desarrollar una sustancia capaz de prevenir o tratar
diversas enfermedades oculares. Como resultado, los inventores han encontrado que el sialiloligosacérido inhibe la
expresion de MMP-9 y las citocinas inflamatorias (IL-1B8, TNF-a, etc) en el modelo animal de ojo seco e inhibe la
activacion de VEGFR-2 mediada por VEGF en las células endoteliales la retina humana (HREC) y, por lo tanto, se
pueden utilizar para prevenir o tratar de forma eficaz enfermedades oculares, tales como el sindrome de ojo seco, la
enfermedad inflamatoria ocular y la enfermedad ocular asociada con la neovascularizacion y los efectos secundarios
asociados con el uso de lentes de contacto.

En la presente invencién, el ingrediente activo es un compuesto representado por la férmula general I. En la formula
general |, S representa acido sidlico. El &cido sidlico puede estar unido a (EM), de diversas maneras. Lo mas
preferentemente, esta unido al compuesto monosacarido (MS), a través de un enlace a-2, 3. Ademas del 4cido
sidlico, S puede ser &cido sialico modificado. Por ejemplo, S puede ser acido sialico modificado con el grupo - OH en
la posicion C (por ejemplo, alquilo C1-C4). Lo mas preferentemente, S es acido sialico sin modificar.

Los compuestos de monosacéridos (MS), y (MS)q pueden ser cualquier compuesto monosacérido conocido en la
técnica. Por ejemplo, se incluyen tetrosas (por ejemplo, eritrosa y treosa), pentosas (por ejemplo, ribosa, arabinosa,
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xilosa y lixosa) y hexosas (alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa y talosa). Los compuestos de
monosacaridos (MS), y (MS)q pueden ser, preferentemente, una pentosa o una hexosa, mas preferentemente una
hexosa, mas preferentemente ademas glucosa, manosa o galactosa, y lo méas preferentemente, glucosa o galactosa.
Los compuestos de monosacaridos (MS), y (MS)q pueden ser un D- o L-estereoisémero, lo mas preferentemente un
D-estereoisbmero.

(MS), y (MS)q puede ser el mismo compuesto monosacéarido o uno diferente. Preferentemente, son compuestos
monosacéridos diferentes.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, (MS), es galactosa o glucosa, y (MS)q
es glucosa o galactosa. Lo mas preferentemente, (MS), es galactosa y (MS)q es glucosa. Cuando (MS), es galactosa
y (MS)q es glucosa, se obtiene el compuesto disacarido lactosa.

Los compuestos de monosacaridos (MS), y (MS)q pueden estar modificados o sin modificar. Por ejemplo, puede
usarseun compuesto monosacarido con el grupo OH unido a acetilo o N-acetilo. Preferentemente, los compuestos
de monosacéridos (MS), y (MS)q son compuestos de monosacarido sin modificar.

La realizacion més preferida del compuesto representado por la formula general I, que se utiliza como el ingrediente
eficaz en la presente invencién, es acido sialico-galactosa-glucosa. El acido sialico-galactosa-glucosa se llama
sialillactosa.

En la composicion de la presente invencion, ademas del compuesto descrito anteriormente en si, se puede usar una
sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del mismo como el ingrediente eficaz.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal del compuesto que produce el efecto
farmacolégico deseado, es decir, la inhibicion de la expresion de MMP-9 y de citocinas inflamatorias (IL-1B, TNF-a,
etc) en las células epiteliales de la cérnea y la inhibicion de la activacién de VEGFR-2 mediada por VEGF en células
endoteliales de la retina. La sal se forma mediante el uso de un &cido inorganico (por ejemplo, clorhidrato,
bromhidrato y yodhidrato) o un &cido organico (por ejemplo, acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,
benzenesulfoate, p-toluenosulfoate, bisulfato, sulfamato, sulfato, naftalato, butirato, citrato, alcanforato,
alcanforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2 -
naftalensulfonato, nicotinato, oxalato, tosilato y undecanoato).

La expresiéon "hidrato farmacéuticamente aceptable" se refiere a un hidrato del compuesto que produce el efecto
farmacolégico deseado. La expresion "solvato farmacéuticamente aceptable” se refiere a un solvato del compuesto
que produce el efecto farmacoldgico deseado. El hidrato y el solvato también se pueden preparar usando los &cidos
antes mencionados.

La composicion de la presente invencion que comprende el compuesto representado por la formula general | o la sal
farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del mismo como ingrediente activo inhibe la expresion de MMP-9 y
las citocinas inflamatorias (IL-1B8, TNF-qa, etc ) en las células epiteliales de la cérnea e inhibe la activacion de
VEGFR-2 mediada por VEGF en HREC, exhibiendo de ese modo la actividad profilactica o terapéutica para
enfermedades oculares, tales como el sindrome de ojo seco, la enfermedad inflamatoria ocular y la enfermedad
ocular asociada con neovascularizacién.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, las enfermedades oculares que pueden
prevenirse o tratarse con la composicién de la presente invencion son el sindrome de ojo seco, enfermedad
inflamatoria ocular, enfermedad ocular asociada con neovascularizacion de la retina y los efectos secundarios
asociados con el uso de contacto lentes.

De acuerdo con una forma de realizacién mas preferida de la presente invencion, la enfermedad ocular que puede
prevenirse o tratarse con la composicion de la presente invencion es el sindrome de ojo seco.

De acuerdo con otra forma de realizacion mas preferida de la presente invencion, las enfermedades inflamatorias
oculares que pueden prevenirse o tratarse con la composicion de la presente invencion es la disfuncion de la
glandula de Meibomio, el sindrome de Stevens-Johnson, el sindrome de Sjogren, uveitis 0 queratitis.

De acuerdo con una forma de realizacién mas preferida de la presente invencion, la enfermedad ocular asociada con
neovascularizacién de la retina que puede prevenirse o tratarse con la composicion de la presente invencién es la
retinopatia diabética, la degeneracion macular, la retinopatia del prematuro, el rechazo de injerto de cornea, la
fibroplasia retrolental, el glaucoma neovascular, la neovascularizacion del iris, la neovascularizacion de la retina, la
hipoxia, tumor ocular o tracoma. Lo mas preferentemente, la composicion de la presente invencién inhibe la
activacion mediada por VEGF de VEGFR-2 en HREC, y, de ese modo, inhibe la neovascularizacion de la retina.

De acuerdo con otra forma de realizacién mas preferida de la presente invencion, los efectos secundarios asociados
con el uso de lentes de contacto que pueden prevenirse o tratarse con la composicion de la presente invencion son
malestar, sequedad, sensacién de ardor, sensacion de pinchazos e inflamacién no bacteriana causada por el uso de
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lentes de contacto. La composicién de la presente invencién se puede preparar en una composicién farmacéutica,
una composicion nutracéutica 0 una composicion alimenticia.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, la composicion de la presente invencién
es una composicion farmacéutica que comprende (a) una cantidad farmacéuticamente eficaz del compuesto
representado por la férmula general |, la sal del mismo, el hidrato del mismo o el solvato del mismo; y (b) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad
suficiente para lograr el efecto o la actividad del compuesto representado por la formula general |, la sal del mismo,
el hidrato del mismo o el solvato del mismo.

Cuando se prepara la composicién de la presente invencién en una composicién farmacéutica, la composicion
farmacéutica de la presente invencion comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable comprendido en la composicion farmacéutica de la presente invencion es uno de uso
habitual en formulaciones e incluye, entre otros lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, goma arabiga,
fosfato de calcio, alginato, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua,
jarabe, metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio, aceite
mineral, etc. La composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender ademas de los ingredientes
mencionados anteriormente, un lubricante, un agente humectante, un edulcorante, un aroma, un emulsionante, un
agente de suspension, un conservante, o similar. Vehiculos y formulaciones farmacéuticamente aceptables
adecuados se describen con detalle en Remington’s Pharmaceutical Sciences (19 ed., 1995).

La composicion farmacéutica de la presente invencién se puede administrar por via oral o parenteral. En caso de
administracion parenteral, se puede administrar mediante inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion
intramuscular, inyeccion intraperitoneal, administracion transdérmica, administracion mucosa, administracién ocular,
o similares.

Una cantidad adecuada de la composicion farmacéutica de la presente invencion a administrar puede variar
dependiendo de varios factores, incluyendo el procedimiento de formulacién, el procedimiento de administracion, la
edad, el peso, el sexo o el estado de la enfermedad del paciente, la dieta, el momento de la administracion, la via de
administracion, la velocidad de eliminacion y la sensibilidad de la respuesta. El ingrediente activo de la presente
invencién se puede administrar preferentemente, para un adulto, en una cantidad de 0,001-100 mg / kg (peso
corporal) al dia, méas preferentemente de 0,01 a 80 mg / kg (peso corporal), lo mas preferentemente 0,1- 60 mg / kg
(peso corporal). También, segun el juicio del médico o farmacéutico, se puede administrar una vez o varias veces al
dia. Especialmente, en el caso de la administracion ocular, aproximadamente 0,001-3% (p / v, esta es también la
misma a continuaciéonn en el presente doucmento), preferentemente de aproximadamente 0,01-1%, de la
composicion se administra una vez o varias veces al dia.

La composicion farmacéutica o nutracéutica de la presente invencion puede prepararse de acuerdo con un
procedimiento que pueden llevar a cabo convencionalmente los expertos en la técnica en formas de dosis Unica o en
envases multi-dosis con un vehiculo y / o excipiente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, una formulacion de la composicién de
la presente invencion puede estar en la forma de una solucién, suspension, jarabe, emulsion, liposoma, extracto,
polvo, polvo, granulo, comprimido, formulacion de liberacion sostenida , gotas para los ojos, capsula, limpiador de
lentes de contacto o lubricante para lentes de contacto, y puede comprender, ademas, un dispersante o un
estabilizador.

Mas especificamente, de acuerdo con la via de administracion, una formulacién soélida para la administracion oral
puede ser en forma de una capsula, comprimido, pildora, polvo y granulo. En la formulacion sélida, el compuesto
activo se puede mezclar con uno o més excipientes o vehiculos inertes farmacéuticamente aceptables (por ejemplo,
citrato de sodio o fosfato dicalcico) y / 0 a) carga o expansor (por ejemplo, almidén, lactosa , sacarosa, glucosa,
manitol y &cido silicico), b) aglutinante (por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginato, gelatina, polivinilpirrolidona,
sacarosa y goma arabiga), c¢) humectante (por ejemplo, glicerol), d) disgregante (por ejemplo, agar-agar, carbonato
de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio), e) retardador de la
solucién (por ejemplo, parafina), f) acelerador de la absorcion (por ejemplo, compuesto de amonio cuaternario), g)
agentes humectantes (por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol), h) adsorbente (por ejemplo, caolin y
bentonita) e i) lubricante (por ejemplo, talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicol sélido, lauril
sulfato sddico y mezcla de los mismos). En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la formulacion puede
comprender ademas un agente tampon.

Adicionalmente, ademas de un excipiente tal como lactosa o azUcar de la leche, polietilenglicol u otro polimero
puede usarse en una capsula de gelatina blanda o dura como carga.

Las formas de administracion soélidas, tales como comprimidos, comprimidos recubiertos de azucar, capsula, pildora
y granulos se pueden recubrir con recubrimiento entérico u otro recubrimiento bien conocido en el campo
farmacéutico. El recubrmiento puede comprender opcionalmente un opacificante, y la composicion se puede
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formular de tal manera que s6lo el ingrediente activo se libere en un sitio particular en el tracto gastrointestinal de
una manera sostenida o preferentemente. También, si es necesario, el compuesto activo se puede preparar en
microcapsulas junto con el uno o mas excipiente (s).

Especialmente, en el caso de la administracion ocular, la composicion de la presente invencion se puede mezclar
con agua purificada, agente isotonico (por ejemplo, cloruro de sodio, glicerina, etc), agente tensioactivo (por ejemplo,
Polisorbato 80, alquil éter de polioxietileno, etc) , conservante (por ejemplo, edetato de sodio, sorbato de sodio, etc),
agente tampon (por ejemplo, fosfato de sodio, etc), regulador de pH (por ejemplo, acido clorhidrico, hidréxido de
sodio, etc) y otros componentes farmacéuticos habituales para prepararse en una gota ocular por el procedimiento
ordinario. La propiedad de liquido se prefiere que sea de pH casi neutro (pH 5 a 8), y también se prefiere la presion
osmotica para que esté cerca de 1.

Las formulaciones liquidas para administracién oral incluyen emulsiones farmacéuticamente aceptables, solucion,
suspension, jarabe y elixir. Ademas del compuesto activo, la formulacién liquida puede comprender un diluyente
inertes usado habitualmente en la técnica tales como, entre otros, agua u otro disolvente, agente y emulsionante (por
ejemplo, alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de solubilizar etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceite (en particular, semilla de algodén,
cacahuete, maiz, germen, de oliva, de ricino o aceite de sésamo), glicerol, alcohol de tetrahidrofurilo, polietilenglicol y
éster de &cidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos. Ademas del diluyente inerte, la composicién oral
también puede comprender un adyuvante tal como un agente humectante, un emulsionante, un agente de
suspension, un edulcorante, un sabor y un perfume.

Una formulacién para la administracion rectal o vaginal es, preferentemente, un supositorio que se puede preparar
mezclando el compuesto de la presente invencion con un adyuvante no irritante adecuado o un vehiculo (por
ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol o cera para supositorios) que sea sélido a temperatura ambiente pero
que se licue a temperatura corporal y, por lo tanto, se funda en el recto o en la cavidad vaginal y libere el compuesto
activo.

Las formulaciones adecuadas para inyeccion parenteral pueden incluir una solucion dispersion, suspensién o
emulsion acuosa u oleaginosa fisiologicamente aceptable estéril y polvo estéril que se puede disolver o dispersar
para preparar la solucion o dispersién inyectable estéril. Ejemplos de transportador diluyente, disolvente o vehiculo
acuosos u oleaginosos adecuados incluyen agua, etanol, poliol (propilenglicol, polietilenglicol, glicerol, etc), aceite
vegetal (aceite de oliva), éster organicos inyectables (por ejemplo, oleato de etilo), y mezclas adecuadas de los
mismos.

Ademas, la composicién de la presente invencion puede comprender un adyuvante tal como un conservante, un
agente humectante, un emulsionante y un dispersante. La prevencion de la accién de microorganismos se puede
asegurar mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifingicos (por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido sorbico, etc). Puede ser también deseable incluir un agente isotonico, tal como azucar,
cloruro de sodio, etc. Ademas, la absorcion prolongada de la formulacion inyectable puede lograrse mediante la
inclusion de un agente que retrase la absorcion (por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina).

Una suspension, ademas del compuesto activo, puede comprender un agente de suspension (por ejemplo,
etoxilados de alcohol de isoestearilo, sorbitol de polioxietileno y éster de sorbitdn, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y goma de tragacanto, y mezclas de los mismos).

En algunos casos, con el fin de prolongar el efecto de un farmaco, es deseable ralentizar la absorcion del farmaco en
la inyeccion subcutdnea o intramuscular .Esto se puede lograr por el uso de una suspension liquida de material
cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del farmaco depende entonces de su
velocidad de disolucién que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y de la forma cristalina.
Alternativamente, la absorcién retardada de una forma de farmaco administrada parenteralmente se logra
disolviendo o suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso.

Una forma de depodsito inyectable se hace formando matrices microencapsuladas del farmaco en polimeros
biodegradables tales como polilactida-poliglicdlido. La tasa de liberacion del farmaco puede determinarse
dependiendo de la relacion de farmaco a polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado.

Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli (ortoéster) y poli (anhidrido). Una formulacién depot
inyectable también se prepara atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con el
tejido corporal.

Una formulacién inyectable puede esterilizarse mediante, por ejemplo, filtracién a través de un filtro de retencion de
bacterias, o mediante la incorporacion de un agente esterilizante en forma de una composicion solida estéril que
pueda disolverse o dispersarse en agua estéril o en algin otro medio inyectable estéril inmediatamente antes utilizar.

De acuerdo con una forma de realizacién preferida de la presente invencidn, la composicion de la presente invencion
es una composicién para la administracion oral, y estd en forma de un liposoma o formulacion de liberacion
sostenida.
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De acuerdo con otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, la composicién de la presente invencion
es una composicion para administracion parenteral y estd en forma de un liposoma, formulacién de liberacion
sostenida o gotas para los ojos.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede estar encapsulada en un liposoma para proporcionar
estabilidad para la administracion de farmacos. El liposoma empleado en la presente invencién puede prepararse a
partir de una mezcla de poliol, tensioactivo, fosfolipidos, acidos grasos y agua (Prescott, Ed., Methods in Cell
Biology, (XIV), p. Ss 33et.(1976)).

El poliol usado para preparar el liposoma no esta particularmente limitado y preferentemente incluye propilenglicol,
dipropilenglicol, 1,3-butilenglicol, glicerina, methylpropanediol, isopreno glicol, glicol pentileno, eritritol, xilitol y
sorhitol, mas preferentemente propilenglicol.

El tensioactivo que puede usarse en la preparacion del liposoma puede ser cualquier tensioactivo conocido en la
técnica, y sus ejemplos incluyen un tensioactivo aniénico, un tensioactivo catiénico, un tensioactivo anfétero y un
tensioactivo no ionico, preferentemente un tensioactivo aniénico y un no iénico tensioactivo. Ejemplos especificos del
tensioactivo aniénico incluyen glutamato de acilo de alquilo, fosfato de alquilo, lactato de alquilo, fosfato de dialquilo
y fosfato de trialquilo. Ejemplos especificos del agente tensioactivo no idnico incluyen éter alcoxilado de alquilo, éster
de alquilo alcoxilado, poliglicésido de alquilo, éster de poliglicerina y éster de azlcar. Lo mas preferentemente, se
usan polisorbatos como agente tensioactivo no iénico.

El fosfolipido, otro componente utilizado en la preparacion del liposoma, es un lipido anfotero, incluidos los
fosfolipidos naturales (por ejemplo, lecitina de huevo, lecitina de soja o esfingomielina) y fosfolipidos sintéticos (por
ejemplo, dipalmitoilfosfatidilcolina o lecitina hidrogenada), preferentemente lecitina. Mas preferentemente, la lecitina
es lecitina de origen natural saturada o insaturada extraida de soja o de yema de huevo.En general, la lecitina de
origen natural contiene 23-95% de fosfatidilcolina y no mas de 20% de fosfatidiletanolamina.

El &cido graso utilizado en la preparacion del liposoma es un &cido graso superior, preferentemente un acido graso
saturado o insaturado que tiene una cadena de alquilo C12-C e incluye, por ejemplo, acido laurico, acido miristico,
acido palmitico, &cido estearico, acido oleico y acido linoleico.El agua utilizada en la preparacion del liposoma es, en
general, agua destilada desionizada.

El liposoma se puede preparar mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica. Mas preferentemente, se
prepara mediante la aplicacion de una mezcla que incluye los componentes anteriormente mencionados en un
homogeneizador de alta presion.

El sistema de liposomas preparado de este modo es ventajoso en cuanto a que puede maximizar la administracion
de farmacos mediante la disolucion de diversos materiales poco solubles y, al mismo tiempo, la estabilizacién de
materiales inestables.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede preparar en una formulacion de liberacién sostenida
para mantener continuamente un nivel eficaz en sangre del ingrediente activo, reduciendo asi el numero de la
medicacion y mejoraando el cumplimiento.

La formulacion de liberacion sostenida se prepara afiadiendo, ademas del ingrediente activo de la presente
invencién, un vehiculo de liberacion sostenida y otro adyuvante. El vehiculo de liberacion sostenida utilizado en la
presente invencién puede ser diversos vehiculos de liberacion sostenida conocidos en la técnica, preferentemente
oxido de polietileno.

El otro adyuvante utilizado para preparar la formulacion de liberacion sostenida puede ser un vehiculo diluyente de
uso habitual en el campo farmacéutico. Ejemplos del vehiculos diluyentes usados para este fin incluyen lactosa,
dextrina, almidén, celulosa microcristalina, fosfato de hidrogeno de calcio, carbonato de calcio, almidon, diéxido de
silicio, etc. Ademas, puede incluirse un agente de deslizamiento para mejorar la capacidad de flujo, tal como
estearato de zinc o estearato de magnesio, u otro adyuvante que se pueda utilizar en el campo farmacéutico.

En caso de que la composicidon de la presente invencidon se prepare en una composicion de alimentos (o la
composicion de nutracéuticos), ademas de el compuesto representado por la Férmula general | como ingrediente
activo se pueden incluir ingredientes utilizados convencionalmente en la preparacién de alimentos, por ejemplo,
proteinas, hidratos de carbono, grasa , nutrientes, sazén y sabo. Ejemplos de hidratos de carbono incluyen
monosacaridos, por ejemplo, glucosa, fructosa, etc; disacaridos, por ejemplo, maltosa, sacarosa, oligosacaridos, etc;
y polisacéridos, tales como azucares, por ejemplo, dextrina, ciclodextrina, etc y alcoholes de azucar, por ejemplo,
xilitol, sorbitol, eritritol, etc. El sabor puede ser un sabor natural [taumatina o extracto de stevia (por ejemplo,
rebaudidsido A, glicirricina, etc]) o un sabor sintético (sacarina, aspartamo, etc.)

En caso de que la composicion alimenticia de la presente invencidon se prepare en una bebida, ademas del
compuesto de la presente invencion representado por la Férmula General |, se pueden incluir también, por ejemplo,
acido citrico, fructosa liquida, sacarosa, glucosa, acido acético, acido malico, fruta jugo, extracto eucommia, extracto
de azufaifo, extracto de regaliz, etc.
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De acuerdo con otra realizaciéon de la presente invencion, la presente invencion proporciona una composicion de
lagrima artificial que comprende un compuesto representado por la formula general I, una sal del mismo, un hidrato
del mismo o un solvato del mismo como un ingrediente eficaz:

Formula general | S-(MS),- (MS)q
en la que S representa un acido siélico, y (MS),y (MS)q representan independientemente un residuo monosacarido.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, la presente invencion proporciona un procedimiento para
lubricar o hidratar los ojos que comprende la aplicaciéon topica de una composicion de lagrima artificial que
comprende un compuesto representado por la formula general I, una sal del mismo, un hidrato del mismo o un
solvato del mismo como un eficaz ingrediente para los ojos:

Formula general | S-(MS),- (MS)q
en la que S representa un acido sialico, y (MS),y (MS)q representan independientemente un residuo monosacarido.

En la composicion de lagrima artificial de la presente invencion, el compuesto representado por la férmula general |,
la sal del mismo, el hidrato del mismo o el solvato del mismo, que se emplea como ingrediente eficaz, es el mismo
como el ingrediente eficaz de la composicion de la presente invencion para la profilaxis o el tratamiento de
enfermedades oculares. Por lo tanto, se omitira una descripcion del mismo para evitar redundancias innecesarias.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el ingrediente eficaz incluido en la
composicion de lagrima artificial de la presente invencion estimula la secrecion de lagrimas de la glandula lagrimal,
exhibiendo de ese modo actividad profilactica o terapéutica para el sindrome del ojo seco.

Ademas, la composicién de lagrima artificial de la presente invencion puede comprender un electrolito, un
tensioactivo no iénico, un agente antibacteriano, un complejo de borato/poliol 0 un aminoacido de bajo peso
molecular.

El electrolito que se incluye en la composicion de lagrima artificial simula el contenido de sal del fluido de la lagrima
natural, e incluye iones contenidos en el fluido de la lagrima natural. Por ejemplo, el electrolito usado en la presente
invencién puede ser potasio, calcio, magnesio y cinc, y sus concentraciones se describen en la Patente de Estados
Unidos N° 5.403.598.

El tensioactivo no ionico que se incluye en la composicion de la presente invenciéon disminuye la tensién superficial
de la composicion de la presente invencion y mejora la propagacion de la composicion sobre la de superficie de la
cérnea. El tensioactivo no idnico puede ser cualquier tensioactivo conocido en la técnica, preferentemente uno que
tiene un valor HLB de 15 o superior. Ejemplos de tensioactivos no i6nicos adecuados incluyen polisorbatos tales
como Polisorbato 80 (Tween 80) y copolimeros de bloque que provienen de la adicién de éxido de etileno y éxido de
propileno a etilendiamina. La composicién de lagrima artificial de la presente invencion contendra el tensioactivo no
i6nico en una cantidad suficiente para proporcionar la composicién con una tension superficial de aproximadamente
380 a aproximadamente 450 pN/cm, que corresponde a la tension superficial del fluido de la lagrima natural.

La composicion de lagrima artificial de la presente invencién se puede preparar en un producto de una sola dosis o
en un producto de dosis mdltiples. El producto de una sola dosis no necesita un conservante antibacteriano para
mantener la esterilidad de la composicion, pero el producto de dosis multiples puede necesitar el conservante
antibacteriano.

Un conservante antibacteriano preferente usado en la composicién de la presente invencién es el policuaternio-1, en
una cantidad de 0,1 a 10 ppm. Ademas, la composicién de la presente invencién comprende un complejo de
borato/poliol o un aminoacido de bajo peso molecular para mejorar la actividad antibacteriana del conservante
antibacteriano.

El complejo de borato/poliol se incluye en una cantidad de un 0,5 a un 6,0 % en peso, preferentemente de un 1,0 a
un 2,5 % en peso, en base al peso total de la composicion. La relacion molar de borato a poliol es de 1:0,1 a 1:10,
preferentemente de 1:0,25 a 1:2,5. Tal como se usa en el presente documento, el borato se refiere a 4cido borico,
sales de acido bdrico y otros boratos farmacéuticamente aceptables, o combinaciones de los mismos,
preferentemente acido bérico, borato sédico, borato potasico, borato célcico, borato de magnesio y combinaciones
de los mismos. El poliol incluye diversos polioles conocidos en la técnica, preferentemente azucares, alcoholes de
azucares y acidos de azucar, mas preferentemente manitol, sorbitol, propilenglicol y glicerol, y lo mas
preferentemente glicerol.

El aminoacido de bajo peso molecular usado en la composicién de la presente invencion para potenciar la actividad
antibacteriana se puede incluir en una cantidad de un 0,01 a un 2,5 % en p/v, mas preferentemente de un 0,1 a un
1,0 % en pl/v. El peso molecular del aminoacido de bajo peso molecular es preferentemente de 75 a 250. Mas
preferentemente, el aminoacido de bajo peso molecular es glicina.

La composicion de lagrima artificial de la presente invencién se prepara para que tenga un pH y una osmolalidad
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compatible con el ojo. Preferentemente, el pH es de 6,8 a 7,8, y la osmolalidad es de 250 a 350 mOsm/kg.

La composicion de lagrima artificial de la presente invencién se prepara para que tenga una viscosidad elevada, con
el fin de aumentar el tiempo de retencién de la composicién y aumentar la comodidad experimentada por el paciente
cuando la composicion se aplica al ojo. Preferentemente, la viscosidad es de 0,001 a 0,02 Pa-s, mas
preferentemente de 0,002 a 0,02 Pa:s, y lo mas preferentemente de 0,005 a 0,02 Pa-s.

La composicion de lagrima artificial de la presente invencion se puede aplicar por via tépica a la cornea para prevenir
o tratar el sindrome del ojo seco. Ademas, se puede usar como una gota para humedad ocular o un lubricante
ocular. La composicién se aplica colocando una o dos gotas en la cérnea.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencién, la presente invencién proporciona una composicién para
limpiar, lubricar o envasar lentes de contacto que comprende un compuesto representado por la Férmula General |,
una sal del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q
en la que S representa acido siélico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, la presente invencion proporciona un procedimiento para
limpiar, lubricar o envasar lentes de contacto que comprende poner en contacto una composicion que comprende un
compuesto representado por la Férmula General |, una sal del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo
con lentes de contacto:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q
en la que S representa 4cido siélico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

La composicion para limpiar lentes de contacto de la presente invencion puede comprender un tensioactivo, como un
componente principal, y un compuesto representado por la Férmula General |, una sal del mismo, un hidrato del
mismo o un solvato del mismo, como un componente auxiliar. Como el componente principal, se pueden incluir
diversos tensioactivos que tienen una actividad de limpieza conocida en la técnica, incluyendo tensioactivos
anidnicos, catiénicos, no ioénicos y anfotéricos. Los tensioactivos aniénicos representativos incluyen tensioactivos
sulfatados, tensioactivos sulfonados, y sales fisiolégicamente aceptables de los mismos que proporcionan una
actividad de limpieza superior para lipidos, proteinas y otros depositos sobre las lentes de contacto. Los ejemplos
incluyen lauril sulfato sédico, laureth sulfato sédico (sal sodica sulfatada y etoxilada de alcohol de laurilo), laureth
sulfato de amonio (sal de amonio sulfatada y etoxilada de alcohol de laurilo), trideceth sulfato sédico (sal sédica
sulfatada y etoxilada de alcohol de tridecilo), dodecilbencenosulfonato sédico, lauril o laureth sulfosuccinato disédico
(sal disédica de laurilo o semi éster de alcohol de laurilo etoxilado del acido sulfosuccinico), oleamido sulfosuccinato
disddico, y sulfosuccinato de dioctilo y sodio (sal sodica de diéster de alcohol de 2-etilhexilo y acido sulfosuccinico).

Los tensioactivos no idnicos que tienen una buena actividad de limpieza incluyen determinados polioxietilenos,
tensioactivos de copolimero del bloque de polioxipropileno (poloxamero), que incluyen diversos tensioactivos
disponibles con el nombre comercial Pluronic de BASF Corporation (por ejemplo, Pluronic P104 o L64).

La composicién de la presente invencion puede incluir un tensioactivo catiénico. Los tensioactivos cationicos
representativos incluyen ésteres de fosfato tricuaternario. Ademas, la composicién puede incluir un tensioactivo
anfotérico. Los tensioactivos anfotéricos incluyen derivados de imidazolina y pacidos de N-alquilamino.

En la composicion para lubricar lentes de contacto de la presente invencién, el compuesto representado por la
Formula General |, la sal del mismo, el hidrato del mismo o el solvato del mismo promueven la secrecion de lagrimas
de la glandula lagrimal, tal como se ha descrito anteriormente. Las lagrimas segregadas forman una pelicula de
lagrimas sobre la superficie de las lentes de contacto y por lo tanto proporcionan un efecto lubricante. Por lo tanto, el
compuesto representado por la Férmula General 1, la sal del mismo, el hidrato del mismo o el solvato del mismo se
puede usar en la composicién lubricante, en particular como un ingrediente eficaz.

La composicién para envasar lentes de contacto de la presente invencion es una solucién acuosa usada para
envasar lentes de contacto, y comprende, en general, solucion salina, otra solucion tampo6n y agua desionizada, sin
estar limitado a lo mismo. Preferentemente, la composicién de envasado de la presente invencion es una solucion
salina que contiene una sal seleccionada entre cloruro sédico, borato sddico, fosfato sddico, hidrogenofosfato
disddico, dihidrogenofosfato sédico y sales de potasio comparables. Estos componentes se mezclan de modo que
una adicion de un acido o de una base den como resultado un cambio relativamente pequefio en el pH, formando de
ese modo una soluciéon tampo6n que consiste en un acido y una base conjugada del mismo. Ademas, la solucidn
tampon puede contener acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), hidréxido sédico, 2,2-bis(hidroximetil)-2,2’,2"-
nitrilotrietanol, acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfonico, acido citrico, citrato sddico, carbonato sédico,
bicarbonato sédico, acido acético, acetato sodico, 0 mezclas de los mismos.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, la presente invencion proporciona lentes de contacto cuya



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2472440 T3

superficie se reviste con un compuesto representado por la Férmula General |, una sal del mismo, un hidrato del
mismo o un solvato del mismo:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q
en la que S representa acido siélico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

Tal como se ha descrito anteriormente, dado que el compuesto representado por la Féormula General |, la sal del
mismo, el hidrato del mismo o el solvato del mismo, que se usa como el ingrediente eficaz en la presente invencion,
tiene un uso para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades oculares, el compuesto se puede revestir en lentes
de contacto para evitar o para tratar enfermedades oculares.

Las lentes de contacto cuya superficie se reviste con un compuesto representado por la Férmula General |, una sal
del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo, como el ingrediente eficaz para la profilaxis o el tratamiento
de enfermedades oculares, incluyen (i) lentes de tipo corneal duras o rigidas permeables a gases fabricadas a partir
de la polimerizacion de un éster acrilico tal como metacrilato de polimetilo (PMMA), acrilato de silicona metacrilato de
fluorosilicona y (ii) lentes de tipo gel, de tipo hidrogel o de tipo blando fabricadas a partir de un polimero que tiene
unidades de repeticion hidrofilicas, preparado a partir de metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) u otro mondmero
hidrofilico, tal como las mentes que tienen un contenido de agua de un 20 % en peso 0 superior.

[Modo para la Invencién]

Los ejemplos y los experimentos se describiran a continuacién. Sera evidente para los expertos en la materia que los
siguientes ejemplos y experimentos son solamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar el ambito de la
presente invencion.

Materiales de ensayo y procedimientos de ensayo

Cultivo celular

Las células endoteliales de retina humana (HREC) se adquirieron en Sciencell (USA). Las células se cultivaron en
medio de células endoteliales esterilizadas (ECM, Sciencell, USA), y se mantuvieron en un incubadora humidificada
con COz al 5% a 37 °C. Los pasos 4 a 6 de las HREC se usaron para el ensayo.

Modelo de ratdén de ojo seco

En el modelo de ratdn para el sindrome del ojo seco, se usaron ratones C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad (Central
Lab Animal, Sedul, Corea). Todos los animales se trataron de acuerdo con la Declaracion de ARVO para el Uso de
Animales en Investigaciéon Oftalmica y Visién. Se indujo ojo seco experimental (EDE) mediante inyeccion subcutanea
de 0,5 mg/0,2 ml de bromhidrato de escopolamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en cuartos traseros alternantes
administrada cuatro veces al dia (9 AM, 12 AM, 3 PM y 6 PM) y por exposicién al aire y una humedad ambiental < 40
% durante 18 horas al dia, tal como sea indicado anteriormente (23). Se evaluaron cuatro grupos experimentales:
grupo sin tratar (UT), grupo EDE (control), grupo EDE + sialilactosa (1 mg/kg) y grupo EDE + sialilactosa (5 mg/kg).

Medida de la produccion de lagrimas

La produccion de lagrimas se midi6 con hilo de algodén (Zone-quick; Oasis). El hilo se mantuvo con pinzas de joyero
y se aplico a la superficie ocular en el canto lateral durante 60 segundos. La humectacién del hilo se midié en
milimetros, usando la escala en el hilo de algoddn.

Aislamiento de ARN y RT-PCR

Las células epiteliales de cdrnea y de conjuntiva se toman a partir de seis ojos por cada grupo de ensayo. El ARN
total se aislo usando el reactivo Trizol (JBI Co., Corea) y se mantuvo a -80 °C hasta su uso. El ADNc se sintetizé
mediante transcriptasa inversa con un cebador oligo dT-adaptador a partir de un kit de PCR para ARN (Bioneer,
Corea) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. La sintesis de la primera hebra de ADNc se
realizé usando pares de cebadores especificos de ARNm para IL-1 de murino, TNF-a, MMP-9 y GAPDH (Tabla 1).
En el ensayo de RT-PCR, el uso de la misma cantidad de ARNm se confirmd mediante el analisis del nivel de
expresion de mGAPDH. El producto de PCR se separ6 por electroforesis sobre gel de agarosa al 2 % que contenia
tampon TAE 1x y EtBr.
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Tabla 1
Secuencia cebadora de raton usada para RT-PCR
Gene Ne° de Cebador sentido Cebador antisentido Producto
Registro en de

Gene Bank PCR

(bp)

IL-1B M15131 TGAGCTGAAAGCTCTCCACC CTGATGTACCAGTTGGGGAA 297

TNF-a M11731 TCAGCCTCTTCTCATTCCTG TGAAGAGAACCTGGGAGTAG 333

MMP-9 NM_013599 CGACGACGACGAGTTGTG CTGTGGTGCAGGCCGAATAG 300

GAPDH M32599 GCCAAGGTCATCCATGACAAC GTCCACCACCCTGTTGCTGTA 498

Zimografia

Para determinar la concentracion relativa de gelatinasas en células epiteliales de cérnea y de conjuntiva, se realizd
zimografia en gelatina por SDS-PAGE usando un procedimiento que se ha indicado anteriormente (24). El tejido se
homogeneiz6 en un tampdén de muestra que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, NaNs; al 0,02 %, 100
mg/ml de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y Triton X-100 al 1 %. El lisado celular se centrifugd a 10.000 x g, a 4
°C durante 10 minutos, y se separ6 por electroforesis sobre un gel de poliacrilamida al 8 % que contiene gelatina
(0,5 mg/ml). El gel se sumergié en Triton X-100 al 0,25 % a temperatura ambiente durante 30 minutos para retirar
SDS, y se hizo reaccionar durante la noche a 37 °C en un tampon de lisis que contenia Tris-HCI 50 mM, NaCl 150
mM, CaCl; 10 mM, 2 ZnSO,, Brij-35 al 0,01 % y PMSF 5 mM (inhibidor de la serina proteasa) de modo que la
proteasa podria descomponerle sustrato. El gel se lavd con agua destilada, se hizo tincion con Azul Brillante de
Coomassie R-250 al 0,25 % en isopropanol al 40 % durante 2 horas, y a continuacién se elimind la tincion con acido
acético al 10 %.

Ensayo de transferencia de Western

Las HREC se homogeneizaron en un tampén que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, NaNsz al 0,02 %,
100 pg/ml de PMSF, 1 ug/ml de aprotinina y Triton X-100 al 1 %. La concentracion de proteinas se midié usando un
ensayo de proteina de Bio-Rad (Bio-Rad, USA). Treinta (30) pg de la muestra de lisado celular total se separaron
por SDS-PAGE en base al tamafio, y se sometieron a migracion electroforética hacia una membrana de nitrocelulosa
usando un sistema de electroforesis Hoefer (Amersham Biosciences, Reino Unido). Para la deteccion de la proteina
diana, la membrana se hizo reaccionar con anticuerpos de p-AKT, ERK, p-ERK, VEGFR-2 (flk-1, Q-20), VE-
cadherina, FAK, paxilina, vinculina (SantaCruz Biotecnology, USA) y p-VEGFR-2 (Cell Signaling Tech., USA). La
deteccion se realizé usando anticuerpo secundario de IgG anti-conejo unido a peroxidasa de rabano picante,
anticuerpo de 1gG anti-cabra y anticuerpo de 1gG anti-ratén (SantaCruz Biotecnology, USA), y usando el sistema de
quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences, Reino Unido).

Microscopia de inmunofluorescencia

Las HREC se inocularon sobre cubreobjetos revestidos con gelatina, n-esterilizados de 12 mm, para placas de
cultivo celular de 6 pocillos. En presencia 0 en ausencia de sialilactosa, las HREC se inmovilizaron con formalina al
3,7 % con o sin tratamiento con VEGF. A continuacion, las células se pasaron a través de Triton X-100 0,5x en PBS
y se lavaron tres veces con PBS. Los sitios no especificos se bloquearon con albimina de suero bovino al 1 % que
contenia PBS 1, a la vez que se agitaba suavemente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de
sumergir las células en una solucién de anticuerpos para FAK, paxilina, vinculina y VE-cadherina, las células se
incubaron durante la noche a 4 °C. Después de lavar con PBS, las células se hicieron reaccionar ademas con IgG de
cabra anti-ratén conjugado con Alexa Flour 594 (Molecular Probes, USA) e IgG de cabra anti-conejo conjugado con
Alexa Flour 488 (Molecular Probes, USA) a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar con PBS, el
analisis se realizé por microscopia de fluorescencia. Los anticuerpos primarios unidos previamente a antigenos o a
anticuerpos secundarios se usaron como control negativo.

Ensayo de formacién de conductos

El efecto de la inhibicién de la sialilactosa frente a la red de tipo capilar de HREC inducida por VEGF se investigo
usando placas de cultivo de 24 pocillos revestidas con Matrigel. El Matrigel (13,9 mg/ml) se fundié durante la noche a
4 °C y se mezclé con medio de ECM a una relacion de 1 : 1. Después de afadir 70 pl de Matrigel (6,95 mg/ml)
diluidos con ECM a cada pocillo de la placa de cultivo de 24 pocillos, la polimerizacion se realiz6 durante 1 hora a 37
°C. Para la evaluacion de la formaciéon de conductos, las HREC se separaron de la placa de cultivo tisular, se
lavaron, se volvieron a suspender en medio de ECM que contenia FBS al 1 % (1x104 células/pocillo), y se afiadieron
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arponcillo revestido con Matrigel en presencia o en ausencia de VEGF junto con sialilactosa a diversas
concentraciones. La placa se incubé en una incubadora con CO; al 5 % durante 24 horas a 37 °C, y el conducto de
tipo capilar formado en cada pocillo de la placa se fotografié usando un microscopio 6ptico de Nikon.

Resultados del ensayo
Efecto de la sialilactosa en la produccion de lagrimas

La produccion de lagrimas en la superficie ocular en el canto lateral del UT, EDE y dos grupos de tratamiento (6
ojos/grupo/experimento, en cuatro conjuntos de experimentos diferentes) se midié con hilo de algodén. Los ratones
con EDE inducido por escopolamina mostraron una produccién de lagrimas menor que la del grupo UT. Por el
contrario, los grupos de ensayo (EDE + sialilactosa) mostraron una mayor produccion de lagrimas estadisticamente
significativa (Tabla 2).

Tabla 2
Efecto de la sialilactosa en la produccion de lagrimas
Grupo (n = 6) Produccion de lagrimas (mm)*

UT (sin tratamiento para ojo seco) 2,11+0,21
EDE 0,98 + 0,38

EDE + sialilactosa (1 mg/kg) 1,55+0,48
EDE + sialilactosa (5 mg/kg) 1,45+0,34

* Longitud en hiumedo del hilo

Efecto de la sialilactosa sobre MMP-9 y citoquinas mediadas por inflamacion

El nivel de transcriptos de ARN que codifican MMP-9, IL-13, TNF-a y el gen constitutivo GAPDH se evalué por RT-
PCR usando el ARN total de las células epiteliales de la cornea obtenidas a partir de cada grupo (UT, EDE y EDE +
sialilactosa). Cuando el grupo EDE se tratd con sialilactosa, el nivel de transcriptos de MMP-9, IL-18 y TNF-a
disminuyo (Fig. 2). De los dos grupos de tratamiento, el grupo EDE + sialilactosa (5 mg/kg) mostré una disminucion
mayor en la expresion de los genes.

Efecto de la sialilactosa, en la expresion de MMP-9 de cérnea en EDE

La actividad gelatinolitica (la banda gelatinolitica de 105 kDa corresponde a MMP-9 de murino) se evalud en células
epiteliales de cérnea y de conjuntiva tomadas a partir de los grupos UT, EDE y dos grupos de tratamiento. La
zimografia mostré que la cérnea de los ratones del grupo EDE tenia una actividad gelatinolitica més elevada. Por el
contrario, el grupo EDE + sialilactosa (1 mg/kg) y el grupo EDE + sialilactosa (5 mg/kg) mostraron una actividad
gelatinolitica disminuida en células epiteliales de la cérnea y de la conjuntiva, y el grupo UT no mostré ninguna
disminucion de la actividad gelatinolitica en absoluto (Fig. 3).

Inhibicibn de VEGFR-2 y activacion de la ruta de sefializacion mediada por VEGF con sialilactosa en HREC
estimuladas con VEGF

La activacion de VEGFR-2 mediada por VEGF desempefia un papel importante en la angiogénesis tumoral a través
de la activacion de las rutas de sefializacion corriente abajo de VEGFR-2 en células endoteliales (25). La activacion
de VEGFR-2 mediada por VEGF activa la migracion celular dependiente de PI-3K/AKT (26). Ademas, la
supervivencia celular inducida por VEGF de las Células endoteliales se asocial con la activacion de PI-3K/AKT como
una activacion corriente abajo de VEGFR-2 (27). En consecuencia, los inventores de la presente invencién
investigaron si la activacion de VEGFR-2 en la superficie de las células endoteliales inducidas por VEGF se regulaba
con la sialilactosa. Tal como se observa en la Fig. 4, la sialilactosa redujo fuertemente la fosforilacion de VEGFR-2
estimulada con VEGF en las células endoteliales de una forma dependiente de la concentracion. Ademas, los
inventores de la presente invencién investigaron si la activacion de la ruta de sefializacion estimulada con VEGF se
regulaba con la sialilactosa. Tal como se observa en la Fig. 4, la sialilactosa redujo de forma pronunciada la
activacion de AKT inducida por VEGF, que se asocia con la supervivencia, migracion y proliferacion de las células
endoteliales.

Estos resultados muestran que la sialilactosa se asocial con la actividad anti-angiogénica mediante la supresion de
diversas sefiales corriente abajo inducidas por VEGFR-2 potenciada con VEGF y la activacién de la sefalizacion
mediada por VEGF en HREC.
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Efecto de la inhibicion de la sialilactosa frente a la formacion de conductos inducida por VEGF en HREC

La activacion de VEGFR-2 mediada por VEGF estd muy asociada con la accidon angiogénica de las células
endoteliales tal como proliferaciéon, migracién, supervivencia y formaciéon de conductos (25). En consecuencia, los
inventores de la presente invencion investigaron la accion anti-angiogénica de la sialilactosa en el aspecto de la
proliferacion, migracién y formacion de conductos de HREC estimuladas con VEGF. Tal como se observa en la Fig.
5, cuando las HREC se colocaron en Matrigel deficiente en factor de crecimiento en presencia de VEGF, VEGF
formé estructuras similares a canales largos y fuertes, en muchas mas células en comparacion con el grupo de
control. La sialilactosa redujo significativamente el ancho y la longitud del canal en las HREC estimuladas con VEGF
de una forma dependiente de la concentracion. Este resultado muestra que la sialilactosa inhibe la angiogénesis in
vitro inducida por VEGF en HREC.

Efecto de la inhibicion de la sialilactosa frente a unién inducida por VEGF que tiene adherencias focales en HREC

Ademas, se investigo el efecto de la sialilactosa en las adherencias focales formadas por FAK estimulada con VEGF
y la fosforilacion de la paxilina tirosina. Las HREC se estimularon con 50 ng/ml de VEGF en presencia o en ausencia
de sialilactosa. Los grupos de puntos tefiidos con anti-FAK se indicaron como flechas de color blanco. En las HREC
inducidas por VEGF, las adherencias focales inmunotefiidas con anti-FAk aumentaron (Fig. 6, B). Sin embargo, la
adherencia focal se inhibié de forma notable con la sialilactosa (Fig. 6, C). En las células del grupo de control, la
paxilina tefiida con inmunofluorescencia fuertemente distribuida se observé en las areas que se suponia que estaban
alrededor de los nlcleos. Se observaron estructuras de tipo adherencia focal fuertemente tefiidas, pero el numero
era relativamente pequefio (Fig. 6, F). Por supuesto, la sialilactosa bloqueaba el reclutamiento y el aumento de
inmunotincion anti-paxilina de adherencias focales en HREC estimulada con VEGF (Fig. 6, G).

Las monocapas de células endoteliales aumentadas asociadas con el aumento de la fosforilacion de tirosina reduce
la adherencia intercelular, y aumenta la movilidad y la permeabilidad inducidas por VEGF de células epiteliales en
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) (28-30). En consecuencia, los inventores de la presente
invencioén investigaron si la sialilactosa podria cambiar el nivel de fosforilacion y, por lo tanto, cambiar dicho efecto en
HUVEC. En monocapas de gran confluencia sin estimular, la sefial de la fosfotirosina se propagé bien sobre areas
de células muy superpuestas, y solamente las adherencias focales mostraron una débil tincién (Fig. 7, A). Una hora
después de la estimulacién con VEGF, el patron de marcado de fosfotirosina cambio sorprendentemente. La tincién
de la VE-cadherina se volvié a distribuir en un patrén en zigzag (Fig. 7, B). Las areas de contacto intercelular agudas
y continuas en la adherencia intercelular estimulada con VEGF en HREC se recuperaron con sialilactosa (Fig. 7, C).
Estos resultados muestran que la sialilactosa inhibe de forma eficaz la inmunotincion de anti-paxilina en las
adherencias focales y en las adherencias intracelulares en HREC.

Tal como se ha descrito con detalle anteriormente, la presente invencién proporciona una composicion para la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades oculares que comprenden el compuesto representado con la Férmula
General | como un ingrediente eficaz. El compuesto usado como el ingrediente eficaz de la presente invencioén inhibe
la expresion de MMP-9 y de citoquinas mediadas por inflamacion (IL-18, TNF-a, etc.) en células epiteliales de la
cérnea e inhibe la activacion de VEGFR-2 mediada por VEGF en HREC, presentando de ese modo una actividad
profilactica o terapéutica para enfermedades oculares tales como sindrome del ojo seco, enfermedad ocular
inflamatoria, enfermedad ocular asociada con la neovascularizacién efectos secundarios por el uso de lentes de
contacto. Ademas, ya que no tiene citotoxicidad o efectos seculares en la piel, la composicién de la presente
invencion se puede usar de forma segura como una composicion farmacéutica, una composicion nutracéutica o una
composicion alimentaria. Ademas, la composicion de la presente invencidon se puede usar como un limpiador o un
lubricante para lentes de contacto ya que tiene actividad antiinflamatoria no bacteriana y actividad de lubricacién por
contacto ocular.

Aunque la presente invencion se ha descrito con respecto a las realizaciones especificas, sera evidente para los
expertos en la materia que se pueden hacer diversos cambios y modificaciones sin apartarse del espiritu y del
alcance de la invencién tal como se define en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para profilaxis o tratamiento de una enfermedad ocular que comprende un compuesto
representado por la Férmula General |, una sal del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q
en la que S representa acido siélico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que (MS), representa galactosa y (MS), representa
glucosa.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la enfermedad ocular es sindrome del ojo seco,
enfermedad ocular inflamatoria, enfermedad ocular asociada con la neovascularizacién de la retina o un efecto
secundario asociado con el uso de lentes de contacto.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la enfermedad ocular es sindrome del ojo seco.

5. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la enfermedad ocular inflamatoria se selecciona
entre un grupo que consiste en disfuncién de las glandulas de meibomio, sindrome de Stevens-Johnson, sindrome
de Sjogren, uveitis y queratitis.

6. La composiciébn de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la enfermedad ocular asociada con la
neovascularizaciéon de la retina se selecciona entre un grupo que consiste en retinopatia diabética, degeneracién
macular, retinopatia del prematuro, rechazo al injerto de cornea, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular,
neovascularizacion del iris, neovascularizacion de la retina, hipoxia, tumor ocular y tracoma.

7. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la composicion inhibe la neovascularizacion de la
retina mediante la inhibicion de la activacion de VEGFR-2 mediada por VEGF en células endoteliales de retina
humana.

8. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es una composiciéon
farmacéutica.

9. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 8, que esta en forma de una solucién, suspension, jarabe,
emulsién, liposoma, polvo fino, polvo, granulo, comprimido, formulacién de liberacién sostenida, gota ocular, capsula,
limpiador de lente de contacto o lubricantes de lente de contacto.

10. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es una composicion
nutracéutica o una composicion alimentaria.

11. Una composicion de lagrima artificial que comprende un compuesto representado por la Férmula General |, una
sal del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q
en la que S representa 4cido siélico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

12. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en la que (MS), representa galactosa y (MS), representa
glucosa.

13. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que el principio activo promueve la secreciéon de
lagrimas de la glandula lagrimal.

14. Uso de una composicion para limpiar, lubricar o envasar lentes de contacto que comprende un compuesto
representado por la Formula General |, una sal del mismo, un hidrato del mismo o un solvato del mismo:

Formula General | S-(MS)p-(MS)q

en la que S representa acido sidlico, y (MS), y (MS)q representan independientemente un resto de monosacarido.

15



Figura 1

ES 2472440 T3

I s Gangliosido GM3
/ﬁ lactosa \
; = Ceramida
Galactosa Glucosa
e, B onom
AN "
ra g"\c_“
{7/ T .l
1 acido sialico "“u",,/ g
N (IR N g T
- ool
b LA )
. WE N,’j:;.; // Escision por ceramida glicanasa
. i N
\,\ o dc ~C4, /,/
\\ S_jalilactosa/
Figura 2
IL-lB R
I
TNF-~a —
MMP-9 —>
GAPOH —>

16



ES 2472440 T3

Figura 3
EDE+ EDE+
535 EDE  SL img/kg SL5mg/kg
MMP-5 =<5
MMP<2 —5
Figura 4

Sialillactosa (M) ¢ 0 10 3¢ 56 50

p-VEGFR2—>

QTP = b ——r,

k-1 (VEGFR2)—

P=AKT —>

GAPDH —>

17



Figura 5
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Figura 7
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