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DESCRIPCION
Colirio que comprende acido hialurénico de sodio y carboximetilcelulosa
Campo de la invencion

Las realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a las formulaciones y métodos de uso para las
formulaciones de colirio que comprenden carboximetilcelulosa (CMC) y acido hialurénico (AH), con una mejor
distribucién en la cornea durante el parpadeo.

Resumen de la técnica relacionada

La carboximetilcelulosa (CMC) y el acido hialurénico (AH) son ambos compuestos que pueden utilizarse en
formulaciones oftdlmicas comerciales.

La patente US-5017229 ‘Water Insoluble Derivatives of Hyaluronic Acid” describe un gel biocompatible insoluble en agua
que incluye el producto de reaccion del acido hialurénico, un polisacarido polianiénico, y un agente activador. La CMC es
uno de los polisacaridos polianionicos reivindicados. El producto reivindicado no es un colirio sino una pelicula o un gel.

La solicitud US-2010/0086512 “Mucomimetic compositions and uses thereof” describe un colirio que comprende un
agente antimicrobiano catiénico con magnesio, calcio o un complejo de magnesio/calcio de un polimero aniénico como
el AH y/o la CMC. La solicitud de patente reivindica la mucoadhesion y la eficacia mantenida del agente antimicrobiano.

La US-6472379, “Angiogenesis inhibition”, describe una formulacién que inhibe la angiogénesis y que contiene
AH, CMC, y carbodiimida como pelicula o como gel.

En el Asian Journal of Surgery, Volumen 33, nimero 1, enero de 2010, paginas 25-30, Yoo Seung Chung y col. analizan el
“Efecto antiadhesivo y la seguridad de una soluciéon de hialuronato sédico y carboximetilcelulosa sédica en la cirugia de la
tiroides”. La adhesion posterior a la tiroidectomia no se redujo utilizando una solucién de combinacién de AH-CMC.

En el Journal of Cornea and External Disease, Ji Hwan Lee y col. analizan la “Eficacia del hialuronato sédico y de
la carboximetilcelulosa en el tratamiento de la enfermedad leve o moderada del ojo seco”. Se trata de un estudio
clinico donde los pacientes reciben una solucion de hialuronato de sodio al 0,1 % o una solucién de CMC al
0,5 %. Sin embargo, el estudio no trata la combinacion de AH y CMC conjuntamente.

Genzyme, Inc., produce una pelicula antiadhesion denominada Seprafilm. La pelicula consta de AH y CMC.

El documento WO 2009/157596 1 describe una composicion oftalmica para la prevencion y tratamiento de
enfermedades oculares, que comprende acido hialurénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y
carboximetilcelulosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Breve resumen de la invenciéon

La presente invencion se refiere a una formulacion de colirio que comprende carboximetilcelulosa (CMC) y acido
hialurénico (AH) con una distribucion mejorada en la cornea durante el parpadeo. Las composiciones de la
presente invencion son las que se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Las composiciones de la presente invenciéon pueden administrarse a una persona que padezca un sindrome de
0jo seco, y pueden proporcionar una distribucién mejorada en la cérnea durante el parpadeo.

Las composiciones de la presente invencion también pueden utilizarse para mejorar la agudeza visual de una
persona que la necesite. Esto puede lograrse mediante la administracion tépica de la composicién de la invencién a
una persona. Puede permitir una mejor distribucion en la cérnea durante el parpadeo. Preferiblemente, dicha
persona sufre de sindrome de ojo seco.

Una ventaja de la CMC es que las relaciones ocular a sistémica mejoran con formulaciones de CMC viscosas.
Una ventaja del AH es que la viscosidad dependiente de cizallamiento del AH proporciona una mejor distribucion
en la cornea durante el parpadeo.

Hay un aumento de viscosidad que se observa cuando se mezcla carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5 % con acido
hialurénico (AH) al 0,1 %. El aumento en la viscosidad es mas que aditivo, algo que es inesperado. Estas
propiedades mejoradas son mayores de las que se esperaria en teoria.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 describe las curvas de viscosidad determinadas para CMC en PBS, AH en PBS, CMC con AH
medido y CMC con AH esperado.

La Figura 2 describe la viscosidad Brookfield a 60 RPM determinada para CMC en PBS, AH en PBS, CMC con
AH medido y CMC con AH esperado.

Las Figuras 3A-l describen los resultados del ensayo clinico y la puntuacién de formulaciones ensayadas en diversas
categorias conforme a un estudio que se describe con mayor detalle mas adelante durante la duracion del estudio.

La Figura 4 describe el cambio respecto al valor inicial del tiempo de ruptura lagrimal para las formulaciones
ensayadas conforme a un estudio descrito con mayor detalle mas adelante durante la duracién del estudio.

La Figura 5 ilustra el cambio en el valor inicial conforme a un estudio descrito con mayor detalle mas adelante
para la tincion corneal y conjuntival combinadas en formulaciones ensayadas durante el estudio.

La Figura 6 ilustra el cambio en el valor inicial conforme a un estudio descrito con mayor detalle mas adelante
para la tincion corneal y conjuntival combinadas en formulaciones ensayadas durante la duracion del estudio para
un subgrupo que muestra tincion clinicamente importante.

La Figura 7 ilustra el cambio en el valor inicial conforme a un estudio descrito con mayor detalle mas adelante
para la tincion corneal en formulaciones ensayadas durante la duracion del estudio para un subgrupo que muestra
tincién clinicamente importante.

La Figura 8 ilustra el cambio en el valor inicial segin un estudio descrito con mayor detalle mas adelante para la
tincion corneal en formulaciones ensayadas durante la duracién del estudio.

La Figura 9 ilustra el cambio en ardor y escozor oculares durante la duracion de un estudio descrito de forma mas
detallada mas adelante.

La Figura 10 ilustra el cambio en la sequedad ocular durante la duracién de un estudio descrito de forma mas
detallada mas adelante.

La figura 11 ilustra el cambio en la epiteliopatia palpebral con efecto parabrisas durante la duracién de un estudio
descrito con mas detalle mas adelante.

Descripcion detallada de la invenciéon
En un aspecto de la invencion, se proporciona una formulacion de colirio como se define en la reivindicacion 1 adjunta.

Una ventaja de la CMC es que las relaciones ocular a sistémica mejoran con formulaciones de CMC viscosas.
Una ventaja del AH es que la viscosidad dependiente de cizallamiento del AH proporciona una mejor distribucion
en la cornea durante el parpadeo.

Hay un aumento de la viscosidad que se observa cuando aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 1,0 % de
carboximetilcelulosa (CMC) se mezcla con aproximadamente 0,05 % a aproximadamente 0,15 % de acido hialurénico
(AH). Hay un aumento de viscosidad que se observa cuando se mezcla aproximadamente 0,5% de
carboximetilcelulosa (CMC) con aproximadamente 0,1 % de acido hialurénico (AH). Hay un aumento de la viscosidad
que se observa cuando se mezcla carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5 % con acido hialurénico (AH) al 0,1 %. El aumento
en la viscosidad es mas que aditivo, algo que es inesperado. Por lo tanto, se reivindica el descubrimiento de una nueva
formulacion de colirio que tiene propiedades mejoradas en comparacion con las formulaciones con componentes
individuales. Estas propiedades mejoradas son mayores de las que se esperaria en teoria.

La siguiente Tabla enumera algunos ejemplos de formulaciones preferidas.

Tabla 1: Formulaciones

Formulacién 1:

Formulacién 2:

Formulacién 3:

Ingrediente Concentracion, % Concentracién, % Concentracién, % Funcién
(piv) (piv)* (piv)*
Carboximetilcelulosa 0,5 % p/v 0,5 % p/v 0,5 % p/v Sustancia activa
de sodio
Glicerina 0,9 % p/v 0,9 % p/v 0,9 % p/v Sustancia activa
Hialuronato de sodio 0,1 % p/v 0,15 % p/v 0,10 % p/v Viscosidad ady.
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Purite® 0,01 % p/v 0,01 % p/v 0,01 % p/v Conservante

Acido borico 0,7 % piv 0,7 % piv 0,7 % piv Agente tamponador
Borato sodico 0,2 % piv 0,2 % piv 0,2 % piv Agente tamponador
decahidratado

Citrato sadico 0,1 % piv 0,1 % piv 0,1 % piv Agente tamponador
dihidratado

Cloruro potasico 0,14 % p/v 0,14 % p/v 0,14 % p/v Excipiente

Cloruro calcico 0,006 % p/v 0,006 % p/v 0,006 % p/v Excipiente
dihidratado

Cloruro de magnesio | 0,006 % p/v 0,006 % p/v 0,006 % p/v Excipiente
hexahidratado

Eritritol 0,5 % piv 0,5 % piv 0,25 % p/v Excipiente
Levocarnitina - - 0,25 % p/v Excipiente
Hidroxido sédico pH 7,2 pH 7,2 pH 7,2 Ajuste de pH

Acido clorhidrico pH7,2 pH7,2 pH7,2 Ajuste de pH

Agua para 100 % plv 100 % plv 100 % plv Ajuste CS
inyeccion/agua

purificada

*

= no forma parte de la presente invencion

La carboximetilcelulosa utilizada en las realizaciones descritas en la presente memoria es preferiblemente de
cualquier grado que pueda formularse para uso topico. La carboximetilcelulosa es carboximetilcelulosa de sodio.
Mas preferiblemente, la carboximetilcelulosa es caboximetilcelulosa de sodio con una viscosidad baja.

El AH utilizado en las realizaciones descritas en la presente memoria es preferiblemente de cualquier grado que
pueda formularse para uso topico. Preferiblemente, el acido hialurénico esta en forma de hialuronato de sodio. En
algunas realizaciones, eI acido hialurénico tiene una viscosidad |ntr|nseca de aproximadamente 0,5 m3/kg a
aproximadamente 4,0 m /kg, mas preferiblemente aproxmadamente 1,1m /kg a aproxmadamente 20m /kg,

también mas preferiblemente aproximadamente 2,5 m /kg a aproxmadamente 40m /kg Algunas realizaciones
pueden tener una viscosidad intrinseca de aproximadamente 2,2 m /kg a aprOX|madamente 26m /kg y algunas
realizaciones pueden tener una viscosidad intrinseca de aproximadamente 1,1 m /kg a aproximadamente 3,0 m“/kg.

Esta formulacion demuestra una caida marcada en la viscosidad después de la aplicaciéon de una fuerza de
cizallamiento; el uso de un colirio humectante con una alta caida de la viscosidad por cizallamiento sugiere que,
cuando la formulacién se aplica al ojo, el parpado producira una fuerza de cizallamiento suficiente para producir un
colirio confortable de baja viscosidad.

Sin embargo, una vez en el fondo de saco (es decir, en una esquina del ojo) donde no hay cizallamiento, la
formulacién deberia hacerse rapidamente mas viscosa. Tener este “depdsito” de polimeros viscosos mantendra
un nivel sostenido de polimeros en el fluido lagrimal. Los polimeros en el fluido lagrimal limitaran la evaporacion
de las lagrimas y, de este modo, contrarrestan el ojo seco. De forma concomitante, la fuerza de cizalladura del
parpado deberia impedir que los polimeros se vuelvan demasiado viscosos y haga la vision borrosa.

Ademas, el material viscoso en el fondo de saco (p. €j., en la punta y en el canaliculo) retrasa el drenaje de las lagrimas
del ojo y, por lo tanto, tiene una segunda accion para tratar el ojo seco acumulando fluido lagrimal delante del ojo.

En algunas realizaciones, las composiciones y métodos dirigidos a composiciones de colirio incluyen un alfa-
hidroxiacido (“AHA”) que es el lactato de sodio.

Se ha descubierto que las composiciones y formulaciones que contienen AHA pueden beneficiarse de la inclusién de un
AHA, ya que un AHA puede exfoliar las células (como las células ya dafiadas por el ojo seco y otras enfermedades
oculares) de forma suave y selectiva. Por tanto, algunas realizaciones pueden comprender la administracion de una
formulacion que contiene AHA que también comprende solutos compatibles. Sin pretender imponer ninguna teoria, se
cree que dichas formulaciones pueden proteger a las células (p. €j., células oculares y de la conjuntiva) frente al estrés y
facilitar la renovacion celular. Esto puede aumentar la salud ocular general del ojo al que se aplica la formulacion.

Una superficie ocular normal esta cubierta de células epiteliales de la cdmea y de la conjuntiva no queratinizadas. Las
células epiteliales superficiales no queratinizadas producen mucinas unidas (glicocalix) que recubren la superficie ocular
para crear una superficie hidrofila que estabiliza la pelicula lagrimal. Las células caliciformes estan intercaladas entre
células epiteliales conjuntivales y segregan mucinas no unidas solubles que estabilizan la pelicula lagrimal reduciendo la
tension superficial, y lubrican y protegen la superficie ocular. Para la estructura y funcion especial de la superficie ocular, es
de maxima preferencia mantener las células epiteliales no queratinizadas para mantener su salud e integridad.
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Sin embargo, en una condicién adversa como el 0jo seco, la integridad de la superficie ocular puede perturbarse debido al
estrés por hiperosmolaridad y/o desecacién. De nuevo, sin pretender imponer ninguna teoria, algunos estudios han
demostrado que el estrés hiperosmoético puede activar la ruta de sefializacion de la proteina quinasa activada por
mitégeno, que ademas da lugar a metaplasia escamosa, o “cornificacion”. La cornificacion altera la funcién de barrera del
epitelio corneal. Las células epiteliales cornificadas pueden perder entonces su cobertura de glicocalix y se hidratan de
forma deficiente, desestabilizando de este modo la pelicula lagrimal y exacerbando la desecacién ocular. Algunas
investigaciones han demostrado que las células del epitelio conjuntival cornificado pueden atrapar las células caliciformes
conjuntivales, bloqueando su secrecion mucosa y degradando ademas la calidad y estabilidad de la lagrima.

Por tanto, seria ventajoso proporcionar una formulacién que contenga AHA que proteja las células epiteliales
oculares del estrés y/o de la cornificacion. Ademas, seria ventajoso proporcionar una formulaciéon que contenga
AHA que facilite la exfoliacion de las células cornificadas, mejorando asi la renovacion de la superficie ocular.

La formulacion que contiene AHA comprende uno o mas componentes de soluto que son levocarnitina, betaina,
glicerina y eritritol. Algunos estudios han demostrado que estas moléculas pequefias pueden proteger a las
células del estrés hiperosmético. De nuevo, sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que estos
componentes de soluto pueden entrar y acumularse en las células, equilibrando de este modo la diferencia
osmotica con el fluido extracelular. Algunos estudios sobre células epiteliales corneales cultivadas han
descubierto que estos y otros solutos similares reducian significativamente los niveles de activacion de la MAPK
en respuesta al estrés hiperosmoético. Dado que se cree que la cornificacion podria estar mediada por la MAPK,
unos solutos compatibles pueden evitar la cornificacion celular, asi como la inflamacién y otros dafios.

Los AHA, que incluyen acido lactico y acido glicolico, se han utilizado ampliamente en el cuidado de la piel como exfoliante
suave a una concentracion baja. Se cree que los AHA afectan selectivamente a la queratinizacion epitelial, disminuyendo
de este modo la cohesion celular entre los corneocitos a los niveles mas bajos del estrato cérneo. Esta accién promueve la
exfoliacion de la capa mas externa de la piel. Especialmente cuando se utilizan a una concentracion elevada y pH bajo, los
AHA pueden producir una pérdida rapida de células de la piel, como se observa en un “exfoliado quimico”. Sin embargo,
el efecto exfoliante de los AHA no puede atribuirse Unicamente a su pH bajo, dado que muchos productos para la piel que
contienen AHA tienen un pH casi neutro con un efecto exfoliante suave pero eficaz.

En consecuencia, en una realizaciéon, una composicién preferida comprende un tampoén de lactato de sodio. Esta
composicion puede ser ventajosa para promover la exfoliacion de las células epiteliales cornificadas para mantener la
integridad de la superficie ocular. La eliminacién de las células cornificadas también puede eliminar la formacion de
manchas secas sobre la superficie ocular y mejorar la distribucion de la pelicula lagrimal sobre la superficie ocular.
Ademas, la eliminacién del epitelio cornificado puede abrir las células caliciformes atrapadas y ayudar a la recuperacion de
la funcién de las células caliciformes para permitir un mejor suministro de mucinas a la superficie ocular. La combinacion
de los dos efectos puede ser ademas ventajosa para estabilizar la pelicula lagrimal y para proteger la superficie ocular. El
tampon de lactato también puede ser mas biocompatible con otros tampones comunmente utilizados, ya que el lactato es
un subproducto del metabolismo de la glucosa que existe de forma natural en las lagrimas. Los estudios han demostrado
que el lactato puede participar en la curaciéon de heridas estimulando la sintesis de colageno y de hialuronano. Ademas,
siendo un soluto pequefio, el lactato también puede servir de osmolito intracelular que protege a la superficie ocular del
estrés hiperosmético mediante un mecanismo similar a, o sinérgico con, los solutos osmoprotectores compatibles. La
osmoproteccién potencial del lactato puede ayudar a reducir de forma adicional la cornificacion.

En la Tabla 2 que sigue se especifica una formulacion preferida que contiene AHA.

Tabla 2: Formulaciones

Formulacioén 4:
Ingrediente Concentracion, Funcion
% (plv)
Carboximetilcelulosa sdédica 0,5 % p/v Sustancia activa
Glicerina 1,0 % p/v Sustancia activa
Hialuronato de sodio 0,1 % p/v Viscosidad ady.
Lactato de sodio 0,3 % p/v Agente
tamponador

Cloruro potasico 0,14 % p/v Excipiente
Cloruro calcico dihidratado 0,006 % p/v Excipiente
Cloruro de magnesio 0,006 % p/v Excipiente
hexahidratado
Eritritol 0,5 % piv Excipiente
Levocarnitina 0,25 % p/v Excipiente
Hidréxido sodico pH 6,2-7,0 Ajuste de pH
Acido clorhidrico pH 6,2-7,0 Ajuste de pH
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Agua para inyeccion/agua 100 % p/v Ajuste CS
purificada

La carboximetilcelulosa utilizada en las realizaciones descritas en la presente memoria es preferiblemente de
cualquier grado que pueda formularse para uso topico. La carboximetilcelulosa es carboximetilcelulosa de sodio.
Mas preferiblemente, la carboximetilcelulosa es caboximetilcelulosa de sodio con una viscosidad baja.

El AH utilizado en las realizaciones descritas en la presente memoria es preferiblemente de cualquier grado que pueda
formularse para uso topico. Preferiblemente, el acido hialurénico esta en forma de hialuronato de sodio. En algunas
reahzamones el acido hialurénico tiene una viscosidad |ntr|nseca de aproximadamente 0 5m3/kg a aproximadamente
4,0m /kg, mas preferiblemente de aproximadamente 0,9 m /kg a aproximadamente 3,0 m /kg En algunas realizaciones
preferidas, el acido hialurénico tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 2,0 a aproximadamente
2,6 millones de Daltons. En algunas otras reahzauones preferidas, el acido hialurdnico tiene una viscosidad intrinseca de
aproximadamente 1,1 m /kg a aproximadamente 2,0 m /kg En algunas otras realizaciones preferidas, el acido hialurénico
tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 millones de Daltons.

Ejemplo 1

En una prueba, que se muestra a continuacion, se ensayaron soluciones de CMC al 0,5 % y AH al 0,1 % para
determinar la viscosidad en comparacion con una solucién que contenia CMC al 0,5% y AH al 0,1 %
(Formulacion 1 de la tabla anterior). En varias frecuencias distintas ensayadas, la viscosidad de la formulacion de
combinacién fue mayor que el valor predicho (calculado mediante la adicion de los valores para las formulaciones
individuales). Esto demuestra que la viscosidad deseada puede obtenerse utilizando menos CMC y/o AH de lo
que podria predecirse si se utiliza una combinacién en vez de un solo polimero.

Como se ha afirmado anteriormente, la caracteristica de fluidificacion por cizallamiento es una caracteristica
deseable de las formulaciones de AH. Sin embargo, el AH es bastante costoso en comparacion con la CMC. En el
ejemplo donde se ensay¢ la viscosidad de soluciones de CMC al 0,5 % y AH al 0,1 % en comparaciéon con una
solucién que contenia CMC al 0,5 % y AH 0,1 %, la fluidificacidn por cizallamiento puede cuantificarse tomando la
relacion de la viscosidad, en centipoise (cps), a 1/s respecto a la viscosidad a 710/s. Estos resultados se resumen
en la Tabla 3 que sigue, y también en la Figura 1. La figura 2 ilustra la viscosidad en cps a 60 rpm.

Tabla 3: Fluidificacion por cizallamiento

Frecuencia (1/s)
Formulacion 1 10 100 1000 10000 30 rpm 60 rpm
CMC al 0,5 % en PBS 6,4 3,6 3,2 3,2 3,2 2,5 2,5
AH al 0,1 % en PBS 9,5 7,7 6,7 4.8 3,2 57 57
CMC al0,5% + AH al 0,1 % 15,9 11,3 9,9 8 6,2 8,2 8,2
CMC al 0,5 % + AH al 0,1 % real 25 16,5 14,2 10,2 6,2 13,5 13,1

Aunque hay mas CMC que AH en la formulacion, la relacion de fluidificacion por cizallamiento de la combinacion
es alta, cercana a la del AH solo. Esto muestra que puede hacerse que una formulacién con CMC se fluidifique
por cizallamiento con la adicion de AH.

En este momento, no se sabe si la relacion de CMC 0,5 % a AH 0,1 % es la relacion 6ptima de estos polimeros.
Podria obtenerse una ganancia aun mayor en viscosidad y fluidificacion por cizallamiento mediante una
combinacion ligeramente distinta de CMC y AH.

Sin pretender imponer ninguna teoria, es posible que el aumento inesperado de viscosidad demuestre que los
polimeros tienen una interaccion positiva inesperada. Es improbable que esta interaccion sea una interaccion carga-
carga dado que tanto el hialuronato de sodio como la carboximetilcelulosa sdédica tienen una carga ligeramente
negativa cuando estan en solucion. Es probable que la interacciéon sea un entrelazamiento de cadenas, que puede
tener una ventaja clinica positiva. Se teoriza, clinicamente, que la CMC puede tener mas fuerza de unién a las
células corneales mientras que AH es un mejor lubricante pero tiene menos retencion de superficie ocular.
Combinados, la CMC ayuda a la retencion del AH, mediante el entrelazado, a la membrana celular.

La atraccion AH-CMC-cornea ofrece un mejor y mas duradero sistema lubricante. Ademas, dado que se ha demostrado
que ambos polimeros contribuyen a la migracion celular in vitro, podria haber una ventaja mejorada combinada in vivo.

Ejemplo 2

Las pruebas se llevaron a cabo en humanos voluntarios, utilizando dos formulaciones de CMC-AH. La primera
formulacion utilizé una formulacién de CMC al 0,5 % y AH al 0,1 % (“EDNP-1") establecida anteriormente como
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Formulacion 1 en la Tabla 1. La segunda formulacion utilizé una formulacion de CMC al 0,5 % / AH al 0,15 %
(“EDNP-2”) establecida anteriormente como Formulacién 2 en la Tabla 1. Las dos Formulaciones se compararon
con un producto existente que se sabia era eficaz en el tratamiento del ojo seco: Refresh® Tears con CMC al
0,5 %, sales, y Purite® (“Refresh”). Es importante sefalar que el producto Refresh utilizado en las pruebas no
supone, en sentido estricto, un control con poca actividad terapéutica (p. €j., solucion salina pura). Mas bien, el
producto Refresh representa un producto establecido y exitoso que se sabe es eficaz para tratar el ojo seco.

Hubo aproximadamente 100 personas en cada grupo de tratamiento, con la dosificacion que fuera necesaria, y al menos
dos veces al dia, durante 90 dias. El criterio de valoracién principal fue un cambio en el Ocular Surface Disease Index
(indice de enfermedad de la superficie ocular - OSDI) en el dia 90 de la prueba. EI OSDI es una prueba estandarizada de
12 preguntas que pregunta a pacientes sobre la existencia y severidad de diversos atributos relacionados con el ojo seco,
que incluyen sensibilidad a la luz, sensacion de arenilla, vision borrosa y confort ocular en diversos momentos y al realizar
diversas actividades.

La poblacién del estudio consistié en usuarios actuales de colirios con sintomas leves a severos y sintomas de
0jo seco, para obtener una poblacién generalmente heterogénea que proporcione una buena indicacion de la
eficacia de las dos formulaciones ensayadas. Por lo tanto, la poblacién presenté un OSDI de entre 18 y 65, y un
tear breakup time (tiempo de ruptura lagrimal - TBUT) inferior a 10 segundos, y presentando alguna tincion
superficial corneal y/o conjuntival. Se excluy6 a pacientes que mostraban un ojo seco especialmente severo.

Las figuras 3A-F muestran la puntuacion promedio en subcategorias especificas de OSDI para las formulaciones
ensayadas. En la figura 3A, los sintomas oculares de OSDI para EDNP-1 parecieron mejorar respecto a las Formulaciones
2y al producto Refresh. Esto se demuestra por la puntuacion promedio de OSDI mas baja (o mejora desde el valor inicial)
al final del periodo de 90 dias. La figura 3B, que muestra la puntuacion mediana de sintomas oculares de OSDI, también
muestra que EDNP-1 tiene una mayor mejora mediana comparado con las demas Formulaciones.

La figura 3C muestra que la puntuacion promedio de funcion visual de OSDI para EDNP-1 también exhibe el
mayor nivel de mejora comparado con EDNP-2 y Refresh al final del periodo de 90 dias. En la figura 3D, la
puntuacion mediana de funcion visual de OSDI muestra que EDNP-1 es ligeramente mejor que Refresh.

La Figura 3E ilustra que la puntuacion promedio de OSDI para desencadenantes ambientales muestra también la
mayor mejora para EDNP-1, comparado con EDNP-2 y Refresh, al final del periodo de 90 dias. La puntuacion
mediana ilustrada en la figura 3F muestra que EDNP-1 y 2 son superiores a Refresh.

La Figura 3G examina especificamente la puntuacién promedio del sintoma de sequedad para la sequedad ocular
percibida durante el estudio. Aqui, mientras que todas las composiciones mostraron cierta mejora con respecto al
valor inicial, EDNP-1 mostré la mayor mejora durante el estudio.

La Figura 3H ilustra los resultados de administrar EDNP-1 comparado con Refresh en un subgrupo del estudio
que padece de ojo seco severo, como evidencia una puntuacion combinada de manchas corneales y
conjuntivales mayor o igual a 15 (la relevancia del manchado en la severidad del ojo seco se explica mas
adelante con mayor detalle). Aqui, EDNP-1 se comporté mejor que Refresh en todas las visitas de seguimiento
del dia 7 al dia 90, como muestra la reduccién de la puntuacion OSDI desde el valor inicial.

La Figura 3l ilustra el cambio de puntuacion de manchado (una vez mas se explica con mayor detalle mas adelante) para
un subgrupo del estudio que padecia un ojo seco severo, con respecto a una escala EVA de sintomas de sequedad mayor
o igual a 66. La escala de sintomas de sequedad ocular EVA califica la severidad general de sequedad ocular en un
paciente a lo largo de una semana, donde un valor cero indica ausencia de sequedad ocular, hasta una puntuacion
maxima posible de 100, que indica sequedad maxima. La escala EVA de sequedad ocular mide el Unico sintoma de
sequedad ocular, en contraste con la puntuacién OSDI, que es una evaluacién completa de los sintomas de ojo seco,
incluyendo incomodidad ocular, activada por el ambiente, y sintomas relacionados con la vision. Aqui, la formulacion
EDNP-1 se comporté mejor que Refresh en la reduccion de tincion corneal y conjuntival durante el estudio.

La Figura 4 es un grafico que muestra el cambio medio en tiempo de ruptura lagrimal, en segundos, desde el
principio del estudio durante 90 dias. Aqui, EDNP-2 mostré6 un mayor cambio medio en el tiempo de ruptura
lagrimal comparado con EDNP-1 y Refresh.

La Figura 5 muestra el cambio medio durante el estudio respecto al valor inicial de tincion corneal y conjuntival
combinadas en todo el grupo de tratamiento. De forma general, la tincion corneal y conjuntival se determina
administrando un colorante en el ojo que sea capaz de tefir las superficies oculares expuestas, como la
fluoresceina, el rosa de bengala y el verde lisamina. Se cree que la tincion indica areas del ojo que han sido
dafadas como resultado del ojo seco, y se ha postulado que los colorantes tifien las superficies epiteliales
oculares que carecen de una capa protectora de la proteina mucina o que de otro modo presentan superficies con
células epiteliales expuestas y desprotegidas. El manchado ocular puede puntuarse sobre la base del lugar y la
cantidad de tincion en distintas secciones y regiones del ojo. Por ejemplo, la cdrnea puede subdividirse en varias
secciones, y cuantificarse la cantidad de tincion cuantificada y asignandose una puntuacion. Puede aplicarse una
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puntuacién similar a la conjuntiva. Pueden encontrarse ejemplos de tales metodologias por ejemplo en Foulks,
“Challenges and Pitfalls in Clinical Trials of Treatments for Dry Eye,” Ocular Surface, V. 1, N. 1, pags. 20-30
(2003); y Baudouin y col. “Randomized, phase lll study comparing osmoprotective carboxymethylcellulose with
sodium hyaluronate in dry eye disease,” Eur J Ophthalmol, 2012; 22(5):751-761.

En el presente estudio se utilizé una NEI Grid con un total de 11 zonas distribuidas por el ojo. La puntuacion se
asigno utilizando un fundamento similar al estudio de Baudouin citado anteriormente, en donde se puntuaron
distintas zonas oculares en relacion con el grado de tincion, lo que a su vez indicaba la severidad del ojo seco. Aqui,
EDNP-1y 2 fueron mejores que Refresh en la reduccién de la tincion ocular, y en particular al final del estudio.

Volviendo ahora a la Figura 6, se siguieron las puntuaciones medias de tincion corneal y conjuntival durante el
estudio para el subgrupo de tincién clinicamente importante, y se compard con la puntuacién de tincién al
comienzo del estudio. Se establecié una puntuacion de tincion clinicamente importante en igual o mayor que 15,
definiéndose asi el subgrupo de tincion clinicamente importante. Esta puntuacion se utilizé como indicacion de los
pacientes que padecen un ojo seco mas severo, y la puntuacion indica que al menos un tercio de las 11 zonas
oculares tendria una puntuacion de tincion mayor que 1. Aqui, tanto EDNP-1 como EDNP-2 fueron
significativamente mejores que Refresh en la reduccién de la tincién corneal y conjuntival en un estudio de
poblacién con ojo seco severo, como se muestra mediante la mejora (reduccion) de las puntuaciones de tincion.

Centrandose en el grado de tincion corneal en el subgrupo clinicamente importante, la Figura 7 muestra la mejora
media respecto al valor inicial en este grupo durante el estudio. Especificamente, mediante el criterio de
valoracion del estudio, se descubrié que EDNP-1 era muy superior a las otras dos formulaciones en la reduccion
del grado de tincion corneal, y como tal del ojo seco, en el grupo que mostraba una tincion ocular clinicamente
importante. EDNP-2 también fue marginalmente superior a Refresh.

La Figura 8 muestra un grafico del cambio de puntuacion media de tincion corneal en todos los pacientes seguidos
durante todo el estudio. Aqui, tanto EDNP-1 como EDNP-2 fueron mejores que la formulacion Refresh, mostrando
EDNP-1 la mayor reduccion en tincion corneal respecto al valor inicial en comparacion con las otras sustancias
ensayadas. Como tales, las formulaciones ensayadas proporcionan un beneficio terapéutico a la mayoria de los
participantes en el estudio y no solo al grupo que muestra una tincién ocular clinicamente importante.

Ejemplo 3

Se realiz6 otra prueba clinica en voluntarios humanos. Aqui se aleatorizé a 365 usuarios de lentes de contacto a
una asignacion de tratamiento 2: 1 con estratificacion por 6 tipos de hidrogel, de hidrogel de silicio, y lentes de
contacto rigidas permeables a gases. Se les instruy6 a instilar de 1 a 2 gotas de los colirios estudiados en cada
ojo un minimo de 4 veces al dia durante 90 dias. Uno de estos usos puede ser preparar las lentes de contacto
para llevarlas poniendo 1 a 2 gotas en la superficie interior de las lentes de contacto antes de su insercion. En
este estudio se comparé la Formulacién 1 con el colirio Refresh Tears® (“Refresh”) anteriormente descrito.

Los usuarios de lentes de contacto se aleatorizaron en el estudio en quince centros distintos de Estados Unidos, con
350 pacientes (95,9 %) que completaron el estudio. No hubo diferencias significativas entre los grupos de tratamiento
con respecto a la edad, sexo o raza, o con respecto al nUmero de abandonos relacionadas con el tratamiento.

Como se muestra en la Figura 9, los sintomas oculares de ardor y escozor durante el dia se evaluaron en una escala
EVA de ardor/escozor durante un periodo total de 90 dias. Se mostré6 una mejora estadisticamente significativa
respecto al valor inicial en usuarios de la Formulacién 1 en la reduccion de los sintomas de ardor y escozor a los 7, 30,
y 90 dias. También, al final del periodo de 90 dias, hubo una diferencia estadisticamente significativa y una mejora en la
reduccion de los sintomas de ardor y escozor sintomas con la Formulacién 1 comparada con Refresh.

Con referencia ahora a la Figura 10, el tratamiento del sintoma ocular de sequedad después del uso de la
Formulaciéon 1 se comparé con Refresh. Aqui, la Formulacién 1 mostré una mejora significativa desde la sequedad
inicial a 7, 30, 60 y 90 dias desde la administracion. Ademas, la Formulacién 1 mostré una mejora estadisticamente
significativa en la reduccién de la sequedad ocular en comparacion con Refresh al menos en los dias 60 y 90. Esto
demuestra que la Formulacion 1 proporciona una reduccion a largo plazo superior de la sequedad ocular.

La Figura 11 compara la progresion de la lid wiper epitheliopathy (epiteliopatia palpebral con efecto limpiaparabrisas -
LWE) en la Formulacion 1y Refresh. La LWE es un trastorno de la conjuntiva marginal del parpado superior con sintomas
del ojo seco. La LWE puede estar relacionada con fuerzas mecanicas durante el parpadeo, que dan lugar a inflamacion de
la superficie ocular. La LWE se evalud en el estudio con verde de lisamina con la clasificacion de Korb (Korb y col., 2010).
El parpado superior se evertié con gran cuidado para evitar el contacto con la region de barrido del parpado. Se utilizd una
luz blanca de intensidad baja a moderada con difusor para la observacion de la LWE, y la LWE se clasifico de 0 (<2 mm) a
3 (>10 mm) sobre la base de la longitud horizontal implicada y de 0 (<25 %) a 3 (>75 %) sobre la base de la altura sagital
media implicada. Las clasificaciones individuales para estos dos resultados se promediaron para obtener un grado final de
tincion con verde de lisamina para el barrido del parpado de cada ojo. Aqui, la formulacién 1 mostré una mejora en la
reduccién de la LWE respecto al valor inicial y fue significativamente mejor que Refresh al final del periodo de 90 dias.
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Por tanto, este estudio demuestra que la Formulacion 1 es superior a Refresh en la mejora y tratamiento de los
sintomas del ojo seco.
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REIVINDICACIONES

Una composicion util como lagrima artificial, en donde la composicion es como se define en la siguiente tabla:

Formulacioén 1: Formulacioén 4:
Ingrediente Concentracion, % Concentracion, %
(p/v) (p/v)
Carboximetilcelulosa de sodio | 0,5 % p/v 0,5 % p/v
Glicerina 0,9 % p/v 1,0 % p/v
Hialuronato de sodio 0,1 % p/v 0,1 % p/v
Purite 0,01 % p/v -
Acido bérico 0,7 % p/v -
Lactato de sodio - 0,3 % p/v
Borato sddico decahidratado 0,2 % p/v -
Citrato sddico dihidratado 0,1 % p/v -
Cloruro potasico 0,14 % p/v 0,14 % p/v
Cloruro calcico dihidratado 0,006 % p/v 0,006 % p/v
Cloruro de magnesio 0,006 % p/v 0,006 % p/v
hexahidratado
Eritritol 0,5 % p/v 0,5 % p/v
Levocarnitina - 0,25 % p/v
NaOH/HCI para ajuste de pH pH 7,2 pH 6,2-7,0
Agua para inyeccion/agua 100 % p/v 100 % p/v
purificada

10



ES 2741 141 T3

30

—— CMC al 0,5 % en PBS
---- AHal0,1 %enPBS
-------- CMCal05%+AHal 0,1 % "real"

-—— CMCal0,5% +AH al 0,1 % "esperado”

NY N
(e (O3]

—_

o
/

/

Viscosidad (cps)

N
~
~
~
-
~
~
~
~
-
-
10 —==

TN —

T T T T l
1/s 10/s 100/s 1.000/s  10.000/s

11



ES 2741 141 T3

___mm.h: O\O F.O
[e HY + % G'0 [B OND

¢ Ol

..OUN._OQWO._ Qo _\.O
[e HY + % G'0 [B OND

Sad U8 % L0 B HY

S8d Ue % G'0 [e JND

(sdo) pepisoosIp

N (e
<~ h

<
~—

12



Puntuaciéon OSDI

ES 2741 141 T3

Subescala OSDI: Sintomas oculares (promedio)
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Subescala OSDI: Funciones visuales (promedio)
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Cambio respecto al valor inicial, tincion combinada
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Cambio respecto al valor inicial en la tincion corneal y conjuntival
combinada por tratamiento

Dia 90

Valor inicial Dia 7 Dia 30 Dia 60
0 I l f
05 \ EDNP-1 -~
-1 \ EDNP-2 - -
15 A Refresh -/ |-

-2 >
N\

25 =S o
> iy N

3 ==

S~ = Teeell
3,5 \\\~J—‘1\

- 1_5‘\\\ \
-4 k-

4,5

-5

FIG. 5

Cambio respecto al valor inicial de tincién corneal y conjuntival
combinada - Subgrupo clinicamente importante

S ? EDNP-1 —C—
E 2 \ EDfNP-2 ~4§--
P \ Refresh -7\
g | \e
_g '3 3 = T
S \D\\ P
2 4 e e A
=l e
s ST o<
2 o
g 6 T
8 -\‘\‘**~ P
-7 =y
-8 — : ] 1
0 20 40 60 80

Visita de estudio (dia)

18

100



ES 2741 141 T3

Cambio respecto al valor inicial en tincién corneal para el subgrupo
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Epiteliopatia palpebral con efecto limpiaparabrisas (LWE)
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