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DESCRIPCION

Composicion oftadlmica para uso en el tratamiento de trastornos oculares relacionados con alteraciones de la
superficie coérneo-conjuntival

Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere al campo farmacéutico médico y, mas especificamente, el campo técnico de las
preparaciones oftalmicas tépicas que se pueden aplicar sobre la superficie de la cdérnea y usar como un sustituto de
lagrimas, para estabilizar y reintegrar la pelicula lacrimal, indicadas en caso de alteraciones de la superficie corneo-
conjuntival debido a estados inflamatorios, estrés oxidativo, desequilibrio del potencial de oxidacion-reduccion y
acumulacion de radicales libres, ojos secos y abrasiones traumaticas. Ademas, la composicion segun la invencién
ha demostrado que también tiene actividad antiinflamatoria, antibacteriana y reepitelizante.

Antecedentes de la invencion

Debido a su contacto continuo con el entorno externo, el ojo representa uno de los 6rganos que sufre mas facilmente
y frecuentemente las agresiones; en particular, la cérnea y la conjuntiva estan expuestas al riesgo de
acontecimientos traumaticos y dafinos debido a su estructura, funcién especifica y posicién anatémica. La cornea es
la membrana que cubre la parte delantera del ojo, a través de la cual es posible ver el iris y la pupila, esta en
relacién directa con el exterior y protege la parte interna del ojo. La superficie delantera de la cérnea, convexa y
directamente en relacion con el entorno externo, esta recubierta por la pelicula lagrimal.

La conjuntiva, en cambio, es la membrana delgada que cubre la superficie delantera del globo ocular, con la
excepcion de la cornea, y la superficie interna de los parpados. La conjuntiva tiene la funcién principal de proteger la
superficie delantera del ojo de cuerpos extranos e infecciones, ademas, facilita el deslizamiento de los parpados en
las fases de parpadeo y permite que se mueva el globo ocular, sin friccién de las superficies, gracias a la secrecion
del componente de mucina de la pelicula lagrimal (un tipo de moco viscoso que protege la cornea y permite
estratificar la importante fase acuosa de la pelicula lagrimal).

La pelicula lagrimal es la delgada capa de liquido distribuida sobre la superficie ocular, tiene espesor variable
dependiendo de su localizacion, con espesor maximo en correspondencia con la cérnea (aproximadamente 8 p). La
pelicula lagrimal esta compuesta por 98 % de agua y el 2 % restante por proteinas y lipidos, se distribuye continua y
uniformemente sobre la superficie ocular al cerrar los parpados. La pelicula lagrimal desempena una funcion
importante en nuestra vista, ya que hace uniforme la superficie de la cérnea y mejora la calidad 6ptica de la imagen.
La pelicula lagrimal permite la adecuada lubricacién, reduce la friccion de los parpados, permite el transporte y la
difusién de moléculas y elementos fundamentales para la fisiologia epitelial y corneal, tal como oxigeno, diéxido de
carbono, iones, mucina y lipidos. Ademas, la pelicula lagrimal realiza una actividad antibacteriana, garantiza la
reposicion molecular y mantiene la superficie ocular limpia retirando las impurezas del entorno, productos residuales
del metabolismo y células descamadas. La superficie ocular y la pelicula lagrimal actian de una Unica entidad
funcional. El equilibrio y la integridad de sus componentes anatémicos, tales como los epitelios y las glandulas
lagrimales, su inervacion y respuesta inmunitaria, pH y concentracion adecuada de electrolitos y algunas sustancias
organicas, condiciones medioambientales, tales como viento, humedad relativa y temperatura, tienen una influencia
directa sobre su funcionamiento fisiologico.

Las lagrimas se producen por las glandulas lagrimales y se distribuyen continua y uniformemente sobre la mucosa
conjuntiva y sobre la cornea por el parpadeo, el cierre involuntario de los parpados que ocurre al menos 12-14 veces
en un minuto.

Asi, la pelicula lagrimal tiene varias funciones:

- lubrica el ojo, creando sobre la cérnea una superficie lisa a través de la cual se pueden desplazar faciimente los
parpados,

- nutre la cornea, que como carece de vasos sanguineos, recibe nutrientes y oxigeno directamente a través de la
pelicula lagrimal, y finalmente

- retira productos residuales y protege el ojo de las infecciones.

Ademas, el ojo, debido a su estructura anatémica particular y su contacto continuo con el entorno externo,
representa ciertamente uno de los érganos que sufre mas facilmente y frecuentemente las agresiones ejercidas por
el estrés oxidativo, es decir, la alteracion en el equilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(radicales libres) y la defensa antioxidante.

La mayoria de los procesos biolégicos normalmente generan radicales libres que pueden incluso tener efectos
beneficiosos, pero cuando llega a ser excesiva la formacion de radicales libres, pueden ser extremadamente
destructores y atacar los componentes fundamentales de las células, tales como lipidos, proteinas y ADN.
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En particular, la accidén del estrés oxidativo al nivel de la cérnea da como resultado la aparicién de alteraciones
estructurales y funcionales en tanto el epitelio como el estroma corneal asociados a la apoptosis de queratinocitos y
fibroblastos del estroma.

La exposicién continua a radiacion visible (reaccién fotoquimica) que da como resultado la produccion de formas
reactivas de oxigeno, la presencia de nivel de peréxido de hidrégeno en el humor acuoso, la mayor concentracion de
oxigeno en la retina como resultado de la alta circulaciéon sanguinea en esta estructura, y la hiperacumulacion de
lipofuscina en el epitelio del epitelio pigmentario de laretina capaces de llevar a cabo la accion de
fotosensibilizacion, son factores tipicos que determinan el estrés oxidativo en el ojo.

Ademas, existen enfermedades que afectan el ojo que son provocadas por un fuerte estrés oxidativo, tales como en
una forma no limitante, cataratas y degeneracién macular.

Aunque las cataratas son una enfermedad tipica del envejecimiento, también puede afectar en edad menos
avanzada, pero en estos casos se asocia a factores secundarios (diabetes, causas inflamatorias, congénitas e
iatrogénicas).

También parece que la degeneracion macular esta relacionada con la genética y el medioambiente. El fumar se
considera un factor de riesgo grave dependiente de la dosis, mientras que son menos claras correlaciones
incoherentes con exposicion a la luz del sol, hipertensién arterial, obesidad, operacién de cataratas.

La aparicién de procesos inflamatorios en el 0jo, o la exposicion a diversos tipos de radiacion o a agentes quimicos,
puede ser directamente responsable del aumento significativo de la concentracién fisiolégica de peroxido de
hidrégeno a nivel de la cornea con un aumento consecuente de especies reactivas de oxigeno responsables de la
accion oxidativa de la cérnea.

La accidn oxidativa de los radicales libres en la cdrnea se manifiesta por la aparicion de alteraciones estructurales y
funcionales en tanto el epitelio como en el estroma de la cérnea, asociadas a procesos apoptdsicos que implican
queratinocitos y fibroblastos del estroma.

A partir de lo anterior es evidente la importante funcién del estrés oxidativo en la aparicién de alteraciones
estructurales y funcionales en el ojo responsables de enfermedades que pueden comprometer seriamente la salud
del ojo y la calidad de vida de los que las padecen.

Para contrarrestar las consecuencias del estrés oxidativo es muy importante restablecer la condicidn fisiolégica de la
pelicula lagrimal.

Otro tipo de alteracion de la superficie cérneo-conjuntival que requiere una rapida accion estabilizadora y de
reintegracién de la pelicula lagrimal y de la continuidad de tejido subyacente son las excoriaciones de la cornea, es
decir, lesion de una parte de la cérnea con pérdida parcial de tejido superficial.

Las excoriaciones mas comunes son debidas a abrasiones traumaticas provocadas por cuerpos extrafios en el o0jo,
arafazos, rotura de lentillas, exposicion sin proteccién a ultravioleta (UV), etc., en donde las capas externas de la
cornea pueden estar implicadas o, en casos mas complicados, también participan las capas mas profundas.

La sensacion de cuerpos extranos, dolor, fotofobia, enrojecimiento de los ojos y lagrimeo abundante son los
sintomas tipicos de la abrasién de la cérnea. Si, sin embargo, esta afectada la zona central de la cérnea, también
habra una reduccion de la calidad visual. Generalmente, si la excoriacion no es demasiado profunda, se puede curar
en el plazo de algunos dias. La terapia varia dependiendo del grado de la lesion. Generalmente, la abrasion de la
cOrnea se trata por instilacion de un colirio antibiético o pomada, seguido por una venda durante al menos 2-3 dias,
para permitir que se vuelva a forma el tejido de la cornea.

Por tanto, el tratamiento de las complejas y multifactoriales alteraciones de la superficie corneo-conjuntival, incluso
asociadas al envejecimiento, debido a la aparicién de estados inflamatorios, estrés oxidativo, desequilibrio del
potencial de oxidacién-reduccion y acumulacion de radicales libres, sindrome del ojo seco y abrasiones traumaticas,
todas las condiciones que algunas veces pueden ocurrir conjuntamente y establecerse juntas, requiere cuidado
particular y tener disponibles formulaciones completas que cubran multiples actividades.

Marjorie J. Rah describe la utilidad de la administracion oftalmica de &cido hialurdnico en trastornos oculares tales
€COMO 0j0 seco y cicatrizaciéon de la cérnea debido a su actividad antiinflamatoria y antioxidante (Optometry 2011, 82,
38-43). Sorprendentemente, se ha encontrado que la composicion oftdlmica seglin la presente invencion, que
comprende la asociacion de &cido lactobiénico y &cido hialuronico, no solo protege mejor contra el dafo
hiperosmotico, que ocurre por ejemplo en casos de o0jo seco, promueve la rapida reepitelizacion y cicatrizacion del
epitelio de la cornea, sino que también tiene un efecto protector contra infecciones bacterianas.

En la presente invencién, se propone el uso de la asociacién de acido hialurénico y acido lactobiénico en una
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composicion oftadlmica para el tratamiento de trastornos oculares que se va a usar como un sustituto de lagrimas que
estabiliza y sustituye la pelicula lagrimal, indicada en el caso de alteraciones de la superficie corneo-conjuntival
asociadas a deficiencias cualitativas y cuantitativas de la pelicula lagrimal debido a estados inflamatorios,
desequilibrio del potencial de oxidacién-reduccion, acumulacién de radicales libres, estrés sobre la superficie ocular,
sindrome del ojo seco, envejecimiento, también asociado a infecciones bacterianas.

Ademas, incluso inesperadamente, dicha composicion ha demostrado ser Util en proteger los tejidos del ojo contra
infecciones y promover la cicatrizacion, por tanto, puede ser Util en la reepitelizacion de la superficie corneo-
conjuntival.

Sumario de la invencion

Es, por tanto, un objeto de la presente invencién una composicién oftalmica que comprenda la asociacién de &cido
hialurénico y acido lactobionico, y su uso para el tratamiento de trastornos oculares caracterizados por alteraciones
de la superficie cérneo-conjuntival debido a estados inflamatorios, desequilibrio del potencial de oxidacién-reduccion,
acumulacion de radicales libres, estrés sobre la superficie ocular, asociado al envejecimiento, pero también edad
menos avanzada segun las reivindicaciones adjuntas.

Se desvela ademas el uso de dicha composicidn oftadlmica para la regeneracién reparadora del epitelio de la cornea
en caso de lesiones y microlesiones de la cornea, laceracion menor de la cérnea o conjuntiva, o dafio ocular
provocado por estrés traumatico.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los diagramas de la evaluacién de la escala visual analdgica (VAS) en los cuatro grupos
probados: A - ojo derecho de pacientes con edad 18-55 afos; B - o0jo izquierdo de pacientes con edad 18-55
anos; C - ojo derecho de pacientes de mas de 55 afos; D - ojo izquierdo de pacientes de mas de 55 afos.

La Figura 2 muestra los diagramas con respecto a la evaluacion de la frecuencia de sintomas en ojo seco
(SANDE) en los cuatro grupos probados como antes.

La Figura 3 muestra los diagramas con respecto a la evaluacion de la gravedad de sintomas en ojo seco
(SANDE) en los cuatro grupos probados como antes.

La Figura 4 muestra los diagramas de la prueba de Schirmer en los cuatro grupos probados como antes.

La Figura 5 muestra los diagramas de la evaluacién del tiempo de rotura de la lagrima en los cuatro grupos
probados como antes.

La Figura 6 muestra los diagramas de la evaluacion de la osmolaridad en los cuatro grupos probados como
antes.

La Figura 7 muestra los diagramas de la tincion de Oxford en los cuatro grupos probados como antes.

La Figura 8 muestra las imagenes de helecho lagrimal (10X aumentos) en un paciente que recibié el
tratamiento segun la invencion.

La Figura 9 muestra el diagrama de la proliferacion celular in vitro en células SIRC expresada como % de
proliferacién celular de la muestra de control.

La Figura 10 muestra el diagrama de la proliferacién celular in vifro en células SIRC expresada como
porcentaje de proliferacion celular de la muestra de control 24 horas y 48 horas tras la incubacién con las
composiciones probadas.

La Figura 11 (A) muestra el diagrama que expresa el porcentaje de cierre de heridas in vitro en células SIRC
tras la incubacion con lactobionato de sodio, acido hialurénico y sus combinaciones.

La Figura 11 (B) muestra las imagenes de cierre de heridas en monocapa de células SIRC en los tratamientos
probados.

La Figura 12 (A) muestra la micrografia de tincion con fluoresceina de una herida de cérnea representativa
obtenida 0, 24, 48 y 72 h después de la abrasion. La primera fila de paneles muestra epitelio de cérnea
lesionada tratado con PBS como control positivo en diferentes momentos de tiempo; el panel inferior muestra
epitelio de cornea sin lesionar como control negativo.

La Figura 12 (B) muestra el diagrama que expresa el porcentaje de cierre de heridas in vivo en cérneas de
conejo tras la instilacibn de una composiciébn que comprende 4 % de lactobionato de sodio y 4 % de
lactobionato de sodio, 0,15 % de hialuronato de sodio (Ejemplo 1).

La Figura 13 (A) muestra el diagrama de la variacién en la expresion de la metaloproteinasa-9 de matriz (MMP-
9) en lagrimas de conejo en 24, 48 y 72 horas durante la cicatrizacion.

La Figura 13 (B) muestra el diagrama de la variacién en la expresion de la metaloproteinasa-9 de matriz (MMP-
9) en cérneas de conejo en 48 y 72 horas durante la cicatrizacion.

La Figura 14 (A) muestra el diagrama de la variacién en la expresién de TGF-B en lagrimas de conejo en 48
horas durante la cicatrizacion.

La Figura 14 (B) muestra el diagrama de la variacién en la expresion de TGF-3 en cérneas de conejo en 48 y
72 horas durante la cicatrizacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747501 T3

Descripcion de la invencion

El fin de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica formulada para administracion topica
oftalmica, con una accion estabilizadora y de reintegracion de la pelicula lagrimal, con actividad reepitelizante y
cicatrizante, con accion antibacteriana, cuyo componente fundamental y caracteristico es la asociaciéon de acido
lactobidnico, o una sal del mismo, y acido hialurénico, o una sal del mismo.

El &cido lactobidnico es un poli-hidroxiacido complejo, también conocido como acido aldénico de polisacéarido, esta
constituido de un poli-hidroxiacido, acido glucénico y galactosa.

Las observaciones experimentales indican que la administracién tépica de acido lactobiénico aumenta la turgencia
de la piel y corrige los signos histoldgicos del envejecimiento de la piel con perfiles de tolerabilidad e irritacién
comparables a los de la solucién fisiologica. Ademas, los poli-hidroxiacidos no provocan fenémenos de irritacion
sensorial y, por tanto, son compatibles con piel clinicamente sensible, que incluye afecciones de rosacea y dermatitis
atdpica, y se pueden emplear después de tratamiento cosmético. El acido lactobidnico, asi como la mayoria de los
poli-hidroxiacidos, tiene fuertes propiedades humectantes e hidratantes, estimula la funcién de la barrera constituida
por la capa cérnea de la epidermis y, por tanto, estimula la funcidén protectora del estrato cérneo, aumentando la
resistencia de la piel a la agresién quimica.

En la patente italiana N® 1404752, concedida al solicitante, se ha desvelado por primera vez el uso de &cido
lactobidnico en un colirio para el tratamiento de edema de la cérnea, también en asociacion con fenémenos de
inflamacién. Dichos colirios se caracterizan por la presencia de acido lactobiénico en una concentracion variable
desde 5 % p/p hasta 20 % p/p, y mas preferentemente desde 6 % p/p hasta 16 % p/p; ademas de &cido lactobidnico,
las soluciones segun la invencidon pueden comprender ademas otros agentes hiperosméticos, tales como manitol o
cloruro sédico, solos o en combinacién. El acido hialurénico es un constituyente natural del tejido conjuntivo,
concretamente, es un glucosaminoglicano, o una molécula formada por cadenas largas sin ramificar de unidades de
disacarido con acido glucurénico y N-acetilglucosamina alternos.

El acido hialurénico se usa en muchos campos:

en cosméticos, en la formulacién de cremas hidratantes, antienvejecimiento y antiarrugas;

en la medicina estética, en forma de carga inyectable para corregir imperfecciones menores de la piel, tales
como arrugas, labios finos, mamas vaciadas, cicatrices, etc.;

en la ortopedia, el &cido hialurénico se inyecta por via intrarticular (infiltracién) para el tratamiento de artrosis;
en el campo de la salud, la molécula se usa para la preparacion de suplementos antienvejecimiento orales; y
en oftalmologia, el acido hialurénico se usa para la preparacién de colirios o pomadas oftalmicas para
promover la curacién de la conjuntiva tras los traumatismos.

Las pomadas oftalmicas y los colirios preparados con acido hialurénico son Utiles en el tratamiento de todos los
trastornos oculares caracterizados por sequedad aparente (0jo seco o queratoconjuntivitis seca) o por lesiones de la
conjuntiva (por ejemplo, conjuntivitis traumatica). En estos casos, el acido hialurénico promueve la curacion de la
conjuntiva en un tiempo relativamente corto y, atenuando los sintomas, mantiene el ojo hidratado. El objeto de la
presente invencion es proporcionar una composicion oftdlmica isotonica caracterizada por la presencia de la
asociacion de acido lactobiénico y de acido hialurénico, o sus sales respectivas, particularmente se prefieren sus
sales de sodio. Segun la invencién, en la composicion la concentracién de acido lactobiénico, o una sal del mismo,
varia desde 1 % p/p hasta 5 % p/p, preferentemente desde 3,5 % p/p hasta 4,5 % p/p, todavia mas preferentemente
la concentracion de acido lactobiénico es 4,0 % p/p.

Segun la invencién, la concentracion de acido hialurénico, o una sal del mismo, en la composicién varia entre
0,01 % p/p y 1,0 % p/p, preferentemente entre 0,05 % p/p y 0,5 % p/p, y mas preferentemente la concentracion de
acido hialurénico es 0,15 % p/p. Preferentemente, el acido hialurénico usado en la presente invencién tiene un peso
entre 1y 2 MDa.

La composicion segun la invencién es una disolucion acuosa, clara e incolora, con pH entre 7,0 y 7,4, y osmolalidad
isoténica entre 250 y 350 mOsm/Kg.

El valor de pH es debido a un sistema tamp6n adecuado para mantener el valor de pH en el intervalo entre 7,0 y 7,4.
Se pueden emplear en algunas realizaciones de la presente invencion diversos sistemas tampén conocidos por el
experto en el campo. Sin embargo, en algunas realizaciones preferidas de la presente invencién, se usa el sistema
tampon de fosfato de sodio monobasico/dibasico. La isotonicidad de la composicion se garantiza por la presencia de
una cantidad adecuada de &cido lactobidnico y de acido hialurénico, o sus sales, en particular de sus sales de sodio.

Ademés de la asociacion de acido lactobiénico y acido hialurénico, o sus sales, la composicion de la presente
invencion puede comprender ademas agentes estabilizantes de la solucion, agentes lubricantes, agentes hidratantes
tales como hidroxipropilmetilcelulosa, o anélogos estructurales o funcionales.
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Segun la invencidn, la composicién también comprende conservantes y agentes quelantes. Entre los conservantes y
agentes quelantes, se prefieren particularmente EDTA disddico y N-hidroximetilglicinato.

Segun la invencién, la composicién oftalmica también puede incluir en su formulacién uno o mas agentes
terapéuticos adicionales seleccionados del grupo de factores de crecimiento, agentes antiinflamatorios, vitaminas,
fibronectina, colageno y aminoacidos.

Las formulaciones de la presente invencién se preparan mezclando y agitando los componentes hasta que todos los
componentes estén en solucion.

La solucién asi obtenida se esteriliza entonces por filtracién (0,2 micrémetros) o por medio de tratamiento térmico a
temperatura de 121 °C, durante 20 min, a 1 atmésfera. Sin embargo, los expertos pueden variar y optimizar las
condiciones de esterilizacién.

Realizaciones preferidas de la invencion

Segun la presente invencién, la composicion oftdlmica se puede preparar en cualquier forma farmacéutica que
permita su solicitud en el saco conjuntival, tal como gotas para los ojos, colirio, geles, pomadas, espray, pero
preferentemente se prepara en forma de colirios, administrables como gotas, constituyendo cada gota una forma de
unidad de dosificacion para permitir la facil administracién y uniformidad de la dosificacion.

Para fines ilustrativos, se presentan dos ejemplos de formulacién particularmente preferida.

Ejemplo 1 - Formulacion de colirios

Ingrediente % p/p
Lactobionato de sodio 4.0
Hialuronato de sodio 0,15
Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado 0,225
Difosfato de sodio deshidratado 0,686
EDTA disddico 0,100
Hidroximetilglicinato de sodio 0,002
Agua destilada c.s. hasta 100 g

En una realizacién particularmente preferida de la invencién, normalmente se instilan 1-2 gotas de la composicién en
el saco conjuntival, 2-3 veces al dia 0 mas, sin embargo, la cantidad terapéuticamente eficaz es definida por el
médico en funcion de la afeccion del paciente. La composicién también se puede instilar mientras que se llevan
lentillas. Se ajustaran la dosificacion y el método de administracion para proporcionar niveles suficientes del principio
activo o para mantener el efecto deseado. Los factores adicionales que se deben considerar incluyen: gravedad de
la afeccion, evolucion de la enfermedad, edad, peso y sexo del paciente, momento y frecuencia de administracion,
dieta, asociacion con otros farmacos, reacciones de sensibilidad, tolerancia y respuesta a terapia.

El uso de la presente invencién no se limita a los seres humanos, sino que se puede extender, cuando corresponda,
a otros mamiferos.

El colirio segin la presente invencién ha demostrado ser altamente tolerable por los pacientes, que en ensayos
clinicos confirmaron una sensacién de bienestar después de usar el producto.

Segun la invencion, la composicion proporcionada es particularmente simple, ya que comprende un nimero muy
limitado de componentes y excipientes: esto representa una caracteristica ventajosa que permite reducir hasta un
minimo el riesgo de posibles fenédmenos alérgicos o de sensibilizacion.

En particular, en la realizacion de la formulacién de dosis Unica o formulacién de multiples dosis sin conservante, se
puede eliminar el sistema conservante.

Ejemplo 2 - Formulacion de los colirios de dosis Unica o de multiples dosis sin conservante

Ingrediente % p/p
Lactobionato de sodio 4.0
Hialuronato de sodio 0,15
Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado 0,225
Difosfato de sodio dihidratado 0,686
Agua destilada c.s. hasta 100 g

Segun los resultados de los estudios experimentales llevados a cabo, un campo de aplicacién particularmente
interesante para la composicién segun la invencion es el tratamiento de alteraciones de la superficie cérneo-
conjuntival debido a estados inflamatorios, estrés oxidativo, desequilibrio del potencial de oxidacién-reduccién y
acumulacion de radicales libres, sindrome del ojo seco y abrasiones traumaticas. Ademas, los resultados
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experimentales han demostrado que la invencién proporciona una composicion oftalmica para el uso en cicatrizacion
y reepitelizacion de la superficie corneo-conjuntival.

En realidad, los datos del estudio descritos a continuacion referentes al andlisis de marcadores de proteina
implicados en el proceso de cicatrizacion confirmaron fenotipicamente lo que se conoce de la bibliografia. Se conoce
que tanto MMP-9 como TGF-B se correlacionan negativamente con el proceso de curacion de heridas;
particularmente en los procesos de cicatrizacion que afectan la cérnea, altos niveles de ambas proteinas retrasan,
con el tiempo, los mecanismos implicados en la reepitelizacion de la cornea [Kim E.C. et al. Acta Ophthalmol. 2012.
90: 540-6]. Los niveles de ambas proteinas se reducen en las lagrimas y en las corneas, 48 horas después de la
lesion, tras la instilacién de la composicién que tiene la formulacién como se describe en el Ejemplo 1, que
comprende 4 % de lactobionato de sodio y 0,15 % de hialuronato de sodio, proporcionan evidencia experimental de
un rapido proceso de reepitelizacion de la cornea tras el uso de dicha composicion.

Sorprendentemente, la composicion oftalmica segun la invencién ha demostrado que también proporciona
proteccion contra bacterias. Actualmente esta en curso investigacién adicional, los datos preliminares en relacion
con esta actividad son alentadores.

Debido a sus caracteristicas técnicas adicionales, el uso técnico de la invencion es particularmente importante
debido a que evita el uso de bacteriostaticos, como antibiéticos y desinfectantes quimicos, que son demasiado
agresivos e irritantes para el ojo, prefiriéndose sustancias no téxicas, bien toleradas, cuya seguridad esta bien
confirmada. La composicion segln la invencion que tiene actividad antibacteriana, actividad reepitelizante, se puede
usar para contrarrestar las alteraciones de la superficie cdérneo-conjuntival debidas a estados inflamatorios,
desequilibrio del potencial de oxidacion-reduccion, acumulacion de radicales libres y estrés oxidativo.

La composicion objeto de la invencidn, gracias a sus componentes, afade a la accion de sustituto de lagrimas que
estabiliza y repone la pelicula lagrimal, comun a muchos productos similares ya disponibles a la venta, también la
accion reepitelizante, de cicatrizacion y antibacteriana.

La invenciéon y su realizacion seran ahora descritos mediante ejemplos que permitiran a los expertos entender
completamente las ventajas que derivan del uso de la misma.

Parte experimental

Estudio 7 - Evaluacion de la sequridad y eficacia de la asociacion de acido lactobidnico y dcido hialurdnico en el
tratamiento de sindrome del ojo seco

El estudio se disefia para evaluar la seguridad y la eficacia de una composicién de colirio que contiene acido
lactobionico, o una sal del mismo, y acido hialurénico, o una sal del mismo, en comparaciéon con una composicién
idéntica que no contiene acido lactobiénico, contra un conjunto de sintomas normalmente reconocidos en el
sindrome del ojo seco. En el estudio, la fase de tratamiento de cinco semanas fue seguida por un periodo de
seguimiento de una semana para evaluar la seguridad de la composicion.

En el dia 7, dia 21, dia 35, dia 45 se realizaron multiples evaluaciones oftalmoldgicas para excluir el efecto adverso
de las composiciones probadas en la estructura y fisiologia del ojo.

Escala visual analégica (VAS). Se determiné una puntuacion de molestia ocular global usando una escala visual
analégica (VAS) de 100 mm en donde 0 significa ningn sintoma y 100 significa indica la peor molestia posible. Esta
evaluacion se realiz6 antes de cualquier evaluacién oftalmica en cualquier visita. Los sintomas oculares especificos
a evaluar con la VAS incluyeron: sensacién de cuerpos extrafios, quemazdn/escozor, picor, dolor, sensacion
pegajosa, vista nublada, fotofobia.

Evaluacién de sintomas en ojo seco (SANDE). Puesto que no existe prueba diagnéstica de "referencia” para EOS
(enfermedad del ojo seco), comUnmente se usan una combinaciéon de signos y sintomas como criterios de
diagnéstico. Debido a la variabilidad de los sintomas del ojo seco y las limitaciones de las pruebas clinicas
disponibles, los cuestionarios que registran los sintomas de los pacientes son herramientas muy Utiles para
diagnosticar y seguir la enfermedad del ojo seco. El cuestionario de la evaluacion de sintomas en ojo seco (SANDE)
es un cuestionario breve e intuitivo basado en una escala visual analégica que cuantifica tanto la gravedad como la
frecuencia de los sintomas del ojo seco. SANDE comprende dos preguntas, y cada pregunta emplea una escala
visual analdgica lineal horizontal de 100 mm. La medicién de la frecuencia de sintomas varia desde "raramente”
hasta "todo el tiempo", y la gravedad de sintomas desde "muy leve" hasta "muy grave".

La prueba de Schirmer es una prueba simple que permite cuantificar la secrecion de lagrimas basales, que resulta
reducida en algunas enfermedades (LES, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren) o debido a causas iatrogénicas
relacionadas con la toma de medicacion. Se realiza poniendo tiras de tejido de papel de 2 mm en el fondo de saco
conjuntival y esperando algunos minutos (5 min). Entonces se mide la porcion de tira humedecida; por debajo de un
cierto valor se clasifica como ojo seco, asi es necesaria una terapia de sustitucion.
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El ojo es normal cuando se obtienen 215 mm de papel himedo después de 5 min; el ojo esta levemente seco
cuando se obtienen 14-9 mm de papel humedo después de 5 min; el ojo estd moderadamente seco cuando se
obtienen 8-4 mm de papel hiumedo después de 5 min; el ojo esta gravemente seco cuando se obtienen <4 mm de
papel humedo después de 5 min.

El tiempo de rotura de la lagrima (TBUT) es una prueba clinica usada para evaluar la enfermedad de ojo seco
evaporativo. Para medir TBUT, se instila fluoresceina dentro de la pelicula lagrimal del paciente y se le pide al
paciente que no parpadee mientras que la pelicula lagrimal se observa bajo un haz ancho de iluminacién de azul de
cobalto. Se registra TBUT como el nimero de segundos que transcurren entre el ultimo parpadeo y la aparicién del
primer punto seco en la pelicula lagrimal, como se observa en esta progresién de estas fotos de lampara de
hendidura con el tiempo. Se considera anormal un TBUT inferior a 10 segundos.

Osmolaridad Se ha evaluado el cambio en la osmolaridad de la pelicula lagrimal por TearLab Instrument.
Osmolaridad < 290 mOsm se considera normal, >290<316 se considera leve; >316 es de moderada a grave.

Examen con lampara de hendidura (SLE) tras la tincién de Oxford con fluoresceina para evaluar la alteracién en el
margen del parpado, conjuntiva, cérnea, camara anterior, iris y lente. Cierto grado de tincién corneal es un resultado
normal en hasta 79 % de las corneas y 71 % de conjuntiva en ojos normales. Sin embargo, los signos de tincién de
la cornea también son indicativos de cornea comprometida. De forma interesante, todavia no estd absolutamente
claro cémo actia la fluoresceina sobre la superficie ocular, sin embargo, es cominmente aceptado que solo penetra
en discontinuidades o huecos en el epitelio y en espacios intracelulares y tejidos subyacentes mediante células
danadas.

Criterios de inclusion:

En el estudio clinico se han incluido:

e  Adultos masculinos y femeninos de 18 afios edad y mayores;

. Sujetos con al menos 3 meses de antecedentes documentados de ojo seco en ambos ojos, diagnosticado
como sindrome del ojo seco, queratoconjuntivitis seca (QCS) o debido a sindrome de Sjogren;

. Sujetos que han suspendido todas las lagrimas artificiales durante la duracion del periodo de tratamiento;
Sujetos que no han usado colirios esteroides durante 4 semanas antes del estudio;
Sujetos que han dejado de usar lentillas una semana antes del estudio y durante todo el estudio.

Del estudio clinico se han excluido:

Mujeres embarazadas o lactantes;
Mujeres en edad fértil que no estén usando contracepcién sistémica, no posmenopausicas, no quirirgicamente
esterilizadas;

] Sujetos sometidos a cualquier tipo de cirugia ocular o traumatismo ocular en el plazo de cuatro meses antes
del estudio;

] Sujetos afectados por otras enfermedades o afeccién considerada por el investigador/médico que es
incompatible con la evaluacion necesaria en este estudio;
Sujetos que tienen una inflamacién del ojo activa en curso diferente de QCS;

] Participacion en cualquier otro ensayo clinico en el plazo de 30 dias antes del estudio.

Los pacientes enrolados en el estudio han sido divididos en dos grupos segun la edad: Grupo A, 20 pacientes con
edad entre 18 y 50 afios y Grupo B, 20 pacientes mayores de 50 afos. Dentro de cada grupo, aleatoriamente la
mitad de los sujetos recibié la composicion que comprende la asociacion de 4 % de lactobionato de sodio y 0,15 %
de acido de hialuronato de sodio y la mitad recibié la composicién de control que comprende solo 0,15 % de
hialuronato de sodio. Todos los pacientes recibieron 1-2 gotas de la composicion tres veces al dia durante cinco
semanas seguido por un periodo de seguimiento de una semana.

Resultados

Los resultados de la evaluacion de seguridad y eficacia de la asociaciéon de acido lactobiénico y acido hialurénico en
el tratamiento de sindrome del ojo seco se ha mostrado en las Figuras 1-7 por la evaluaciéon de los parametros
anteriormente mencionados y demuestran que los colirios basados en acido hialurénico solo o la asociacion de acido
hialurénico y lactobiénico son ambos eficaces — como era de esperar — en mejorar los sintomas y signos del ojo
seco ya después de una semana de tratamiento. Sin embargo, los pacientes tratados con la asociacién de acido
hialurénico y lactobionico mostraron una mejoria significativamente mejor también con respecto a los pacientes
tratados con acido hialurénico solo, y dicha diferencia fue mas evidente en el grupo de pacientes de mas de 55 afos,
indicando asi una superioridad de la asociacion de acido hialurénico y lactobiénico, especialmente en la edad
avanzada. No se conocen otros colirios que tengan este comportamiento diferente con respecto a la edad de los
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pacientes.

Estudio 2 — Prueba de helecho lagrimal

El conocimiento practico de la composicion de la pelicula lagrimal es muy Util para el profesional clinico para el
diagnéstico y tratamiento de pacientes. La prueba de helecho lagrimal es una prueba de laboratorio, pero se puede
aplicar en el &mbito clinico para investigar en una forma simple la composicién de la pelicula lagrimal. Consiste en
secar una pequena muestra de fluido lagrimal sobre un portaobjetos de microscopio de vidrio limpio; esto produce un
patron de cristalizacion caracteristico, descrito como un 'helecho lagrimal'.

La prueba de helecho proporciona de una forma indirecta una indicacién cualitativa de la estabilidad de la pelicula
lagrimal: asi, la prueba puede evaluar el equilibrio entre las mucoproteinas y las sales disueltas en lagrimas y
entonces la osmolaridad de la pelicula lagrimal.

En el estudio de los presentes inventores, el paciente (mujer, 40 afnos, afectada por ojo seco) ha recibido el
tratamiento con la composicion segun la invencion durante 15 minutos.

Resultados

Los resultados de la prueba de helecho se muestran en la Figura 8, la imagen (10x aumentos) del patron de
cristalizacién obtenido indica que antes del tratamiento el helecho era muy pobre en los bordes de la lagrima e
incompleto en el centro de la lagrima. Quince minutos después de la administracién de Lactoyal se pudo observar un
patron de helecho mas denso y mas estructurado tanto en los bordes de la lagrima como en el centro de la lagrima.

Estudio 3 - Ensayo de cristal violeta para determinar el efecto de la composicidén seguin la invencién sobre la
supervivencia e inhibicién del crecimiento de célula cultivada

Las células adherentes se desprenden de las placas de cultivo celular durante la muerte celular. Esta caracteristica
se puede usar para la cuantificacion indirecta de muerte celular y para determinar diferencias en la proliferacion tras
cualquier estimulacién detectando células adherentes y viables tefidas con colorante cristal violeta que se une a
proteinas y ADN. Las células que experimentan muerte celular pierden su adherencia y posteriormente se pierden
de la poblacion de células, reduciendo la cantidad de tincidn de cristal violeta en un cultivo. Este protocolo de ensayo
proporciona un método de cribado rapido y fiable adecuado para evaluar el impacto de una composicion sobre la
supervivencia celular e inhibicién del crecimiento. Tras la solubilizacién, se puede cuantificar la cantidad de colorante
absorbido por la monocapa de células en un espectrofotometro o lector de placas.

Se sembraron células SIRC [cérnea de conejo del Statens Serum Institut] (ATCC® CCL-60™) y se cultivaron hasta
la densidad deseada segun el protocolo del fabricante.

Las composiciones ensayadas son:
CTRL = control (PBS, solucion salina tamponada con fosfato);
LS 1 % = 1 % de lactobionato de sodio;
HA 0,03 % = 0,03 % de hialuronato de sodio;
HA 0,075 % = 0,075 % de hialuronato de sodio;
MEZCLA 1 = 1 % de lactobionato de sodio, 0,03 % de hialuronato de sodio;
MEZCLA 2 = 1 % de lactobionato de sodio, 0,075 % de hialuronato de sodio;

Después de lavar con PBS, se ariadi6 solucion de cristal violeta a las células y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se retir6 cuidadosamente el medio de cultivo de los pocillos.
Se lavo suavemente la placa con PBS calentado al menos hasta temperatura ambiente.

Entonces se lavo la placa dos veces en agua de grifo por inmersién en un vaso de precipitados grande y se drené al
revés sobre toallitas de papel. Para solubilizar el colorante, se afadié 1 % de SDS a cada pocillo.

Se agité la placa en un agitador orbital hasta que el color fue uniforme sin areas de coloracién densa en el fondo de
los pocillos.

Se leyé la absorbancia de cada pocillo por espectrofotémetro a 570 nm.
Resultados

Los valores de proliferacién celular obtenidos tras el tratamiento con las composiciones ensayadas se muestran en
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los diagramas de la Figura 9, en donde es evidente el efecto sinérgico de lactobionato de sodio y hialuronato de
sodio en la composicion segun la invencién.

La Figura 10 muestra los valores de proliferacion celular después de 24 horas y 48 horas de incubacion con las
composiciones probadas.

Estudio 3 - Ensayo de cicatrizacién en células SIRC

Se investig6 la consecuencia bioldgica directa de la administracién de la composicion que comprende lactobionato
de sodio y hialuronato de sodio en células SIRC por ensayo de migracion de células, es decir, migracion de célula
SIRC para el cierre de heridas. Se incubaron células SIRC en una placa multipocillos de 24 pocillos, recubierta por
fibronectina y colageno de tipo |, usando MEM con 10 % (v/v) de suero bovino fetal hasta que el crecimiento cubrié
completamente la superficie del pocillo. Se us6 un elevador de células para raspar una linea a través del centro de la
placa. Se lavaron dos veces con PBS las células restantes en ambos lados. Entonces, se incubaron las células
durante 24, 48 y 72 horas a 37 °C con 5 % de CO2, respectivamente, con:

1. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) (CTRL);

2. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) que contiene 1 % de lactobionato de sodio (LS 1 %);

3. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) que contiene 0,03 % de hialuronato de sodio (HA 0,03 %);
4. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) que contiene 0,075 % de hialuronato de sodio (HA
0,075 %);

5. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) que contiene 1 % de lactobionato de sodio, 0,03 % de
hialuronato de sodio (MEZCLA 1);

6. medio (MEM con 10 % [v/v] de suero bovino fetal) que contiene 1 % de lactobionato de sodio, 0,075 % de
hialuronato de sodio (MEZCLA 2).

Se fotografié el grado de migracion y se estimd con tres experimentos separados (triplicado).
Resultados

Se empleé el ensayo de migracion como un modelo in vitro para la migracién de células epiteliales durante la
cicatrizacion para examinar la influencia de lactobionato de sodio, hialuronato de sodio, y sus combinacion, sobre
células SIRC. Los resultados se muestran en la Figura 11 (A y B). Se observo la evidencia de migracion celular
cuando el arafazo en la monocapa de células se cerrd gradualmente durante la incubacion con lactobionato de
sodio, hialuronato de sodio, y su combinacién, durante 24 -72 horas.

Los valores del porcentaje de cierre de heridas obtenido en células SIRC se informan en la Tabla 1 y se representan
en el diagrama de la Figura 11 (A).

Tabla 1
Control CRTL | LS1% | HA0,03% | HA0,075% | MEZCLA1 | MEZCLA 2
24 horas 17 19 21 22,8 22 24,8
48 horas 39,3 49 50,3 50,5 50,6 53,8
72 horas 79 89 93 95 91 90

La Tabla 1y la Figura 11 (A) muestran que las células SIRC en todos los grupos de tratamiento proliferaron a las 24,
48 y 72 horas en comparacién con aquellas en el grupo de control. Los datos indican que la variacion en el
porcentaje de cierre de heridas es mayor tras la incubacién durante 24 y 48 horas en presencia de lactobionato de
sodio y hialuronato de sodio tras la incubacion con los dos compuestos individuales durante el mismo tiempo con
respecto al control, y dicho porcentaje de cierre de heridas es incluso mayor cuando en la asociacion la
concentracién de hialuronato de sodio es 0,075 % en vez de 0,03 %. A las 72 horas parece que el cierre de heridas
es mayor debido a la incubacién con solo hialuronato de sodio. Por tanto, dichos datos a 24 y 48 horas indican
claramente que la asociacion de lactobionato de sodio y hialuronato de sodio es capaz de promover la
reepitelizacion mas rapidamente que los componentes individuales que proporcionan un empuje proliferativo
importante en un tiempo mas corto. La importancia de esta caracteristica sera evidente para el experto en el campo,
ya que interfiere positivamente con la velocidad del proceso de cicatrizacién. A tiempo de incubacién mas largo (72
horas), la asociacion cesa su accion positiva, ya que el proceso de reepitelizacién ya ha ocurrido y se ha
completado. De hecho, es evidente la importancia de que el proceso de reepitelizacion se establezca muy
rapidamente, ya que la velocidad de reepitelizacién esta limitando el resultado de la curacién y la asociacion de
lactobionato de sodio y hialuronato de sodio ha demostrado que permite dicha velocidad in vitro.

La evidencia de la migracién celular se puede observar en el arafiazo en la monocapa de células gradualmente
cerradas durante la incubacién en las imagenes de la Figura 11 (B).

Estudio 4 - Estudio animal
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Se usaron en este estudio conejos blancos macho de Nueva Zelanda que pesaban aproximadamente 2,5 kg. Todos
los conejos se proporcionaron por Harlan-Envigo (Milan) y el Comité Etico de la Universidad de Catania autorizd
todos los procedimientos. Los animales se anestesiaron con una inyeccion intramuscular de Zoletil (Virbac lab.) a
5 mg/kg (0,1 ml por conejo). Para evaluar el efecto de reepitelizacion de la composicién segln la invencién que tiene
la formulacion como se describe en el Ejemplo 1 de la presente solicitud y compararlo con el de una solucién que
comprende 4 % de lactobionato de sodio, se sometieron 23 ojos de conejo a desepitelizacion corneal en un ojo por
Algerbrush Il (Accutome, EE.UU.), no se dafno el ojo contralateral y se usé como control (sin cicatrizacién (sin WH)).

Los animales se dividieron en tres grupos:

- N¢ 8 ojos de conejo instilados por la composicién que comprende 4 % de lactobionato de sodio;
- N¢ 7 ojos de conejo instilados por la composicién del Ejemplo 1;
- N¢ 8 ojos de conejo instilados por PBS;

Segun el protocolo de tratamiento, los ojos de conejo recibieron colirios cuatro veces al dia cada 2 horas. Se
observaron diariamente (TO, T24, T48, T72) los ojos lesionados después de 1 mg/ml de tincién de fluoresceina para
demarcar el area herida. 48 y 72 horas después de la lesién, se sacrificaron los conejos.

Se usé una solucién de fluoresceina sédica para evaluar la relacion de curacion del epitelio de la coérnea. Se
cuantifico el area de la herida de la cérnea a partir de fotografias usando el software de analisis Imagen J, Figura 12
(A). Se expresé la tasa de curacion como el porcentaje de cierre de heridas. Los datos se informan en la Tabla 2 y
se presentaron graficamente en el diagrama de la Figura 12 (B).

Tabla 2
+dS Control Composicion que comprende 4 % de lactobionato Composicion que comprende 4 % de
de sodio, 0,15 hialuronato de sodio lactobionato de sodio
T0 0 0 0
T24 47 £19 68 + 17 p<0,01 frente a control 60 +12
T48 80 £ 11 91 £ 6 p<0,01 frente a control 92 * 6 p<0,01 frente a control
T72 100 £ 12 100+0,5 104 +0

Estudio 5 - Actividad de MMP-9

Existe una gran cantidad de evidencia referente a las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que desempefian una
funcién clave en regular la inflamacion, degradacién y remodelacién de ECM (matriz extracelular) nueva durante el
proceso de cicatrizacién. Como parte de la respuesta del tejido a la lesién, la actividad de MMPs estéa estrictamente
regulada en diversos niveles, que incluyen la expresion génica y los inhibidores de tejido de MMPs (TIMPs) [Robert
A.R. Tetracyclines and the treatment of corneal stromal ulceration: a review. Cornea. 2000;19:274-277. Fini M. E. et
al. Proteolytic mechanisms in corneal ulceration and repair. Arch Dermatol Res. 1998; 290 Suppl: S12-S23. Toriseva
M. et al. Proteinases in cutaneous wound healing. Cell Mol Life Sci. 2009; 66:203-224]. Todas las clases de
proteinas de la matriz extracelular y moléculas de sefalizacion tales como citocinas y factores de crecimiento son
sustratos para las MMPs. En particular, MMP-9, desempefia una funcion significativa en la remodelacién de la ECM
del estroma de cérnea y la reforma de la membrana basal epitelial [Mulholland B. et al. Matrix metalloproteinase
distribution during early corneal wound healing. Eye. 2005; 19: 584-588. Ollivier F.J. et al. Proteinases of the cornea
and preocular tear film. Vet Ophthalmol. 2007; 10: 199-206]. MMP-9, también conocida como gelatinasa B, es
secretada por células epiteliales de la cérnea, macréfagos y neutréfilos durante la cicatrizacion de la cornea. Se han
descrito cambios al nivel de MMPs en la pelicula lagrimal y la expresion de MMP en la cérnea durante la
cicatrizacion. MMP-9, la enzima degradadora de matriz, se expresa altamente en el sitio de inflamacion y esta
implicada en los procesos de remodelacion. También facilita el reclutamiento de células inflamatorias, tales como
eosindfilos y neutréfilos a través de las membranas basales. Se conoce que en corneas dafiadas, se ha encontrado
que la protedlisis en el fluido lagrimal es significativamente elevada en comparacién con ojos normales.

En el estudio de los presentes inventores, se evalué el cambio en las proteinas MMP-9 de la lagrima y la cérnea por
ELISA segun procedimientos convencionales conocidos por el experto en el campo.

Resultados
El resultado del analisis de las actividades de MMP-9 de las muestras de lagrima en el grupo experimental en

comparacién con el grupo de control se muestra en la Tabla 3 y en el diagrama de la Figura 13 (A); presentaron una
disminucion significativa en la actividad de MMP-9 en las condiciones experimentales de los presentes inventores.
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Tabla 3
+dS 24 horas 48 horas 72 horas
sin WH 1+0,19 1+0,3 1+0,01
WH 1,4+0,15 1,8+0,14 0,7 £0,1
p<0,01 frente a sin WH | p<0,01 frente a sin WH
Composicion que comprende 4 % de 1,9+0,75 1,2+0,06 0,7+0,3
lactobionato de sodio, 0,15 % de hialuronato de p<0,01 frente a WH
sodio
Composicion que comprende 4 % de 1,3+£0,5 1,1£04 0,6 £ 0,07
lactobionato de sodio p<0,05 frente a WH

La aceleracién de la cicatrizacion de la cornea tras la administracién de la asociacién de lactobionato de sodio y
hialuronato de sodio esta probablemente correlacionada con la reduccién en la actividad de MMP-9 y la atenuacion
de la inflamacién en el sitio de la herida.

Se evalud por ensayo de ELISA el nivel de metaloproteinasas MMP-9 en la cérnea de los ojos tratados con la
composicién como se formul6 en el Ejemplo 1 de esta descripcién. El ensayo mostré que en las corneas tratadas la
actividad de las metaloproteinasas se reduce en comparacién con la del control positivo que recibié la lesion de la
cornea (WH) y similar al control negativo proporcionado por la cérnea no lesionada, como se muestra en la Tabla 4 y
en el diagrama Fig. 13 (B).

Tabla 4
+dS 48 horas 72 horas
sin WH 152 +2,1 152 + 2,1
WH 167 £4,2 173 +£5,2
p<0,01 frente a sin WH p<0,01 frente a sin WH
Composicion que comprende 4 % de lactobionato de 153 +£1,1 158 £ 3,2
sodio, 0,15 % de hialuronato de sodio p<0,01 frente a WH p<0,01 frente a WH

Estudio 6 - Actividad de TGF-8

El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) es un péptido multifuncional que modula la proliferacién y
diferenciacion celular en muchos tipos de células y acelera la respuesta de reparacion tisular. De la bibliografia se
conoce que en corneas de rata 4 horas después de la abrasion, células inflamatorias agudas que muestran alta
positividad hacia TGF-f aparecen en el estroma periférico y se dispersan gradualmente hasta la cornea central. A
las 24 horas, estas células se acumularon y formaron una pseudomembrana en el defecto epitelial, que también
mostré una intensa positividad hacia TGF-$, sugiriendo que el péptido participa incluso en la respuesta inflamatoria
aguda. Normalmente, la reepitelizacion ocurre sobre la pseudomembrana y se completa en 48 horas [Hayashi K. et
al. Expression of transforming growth factor-beta in wound healing of vitamin A-deficient rat corneas. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 1989; 30: 239-47]. En este estudio, se investigd inmunohistoquimicamente la expresion de TGF-
B en la curacion de heridas epiteliales de cérneas de conejo, tanto en cérneas como en lagrimas.

Basandose en los resultados previamente obtenidos que muestran que el momento de tiempo critico para el efecto
de restauracion de la piel es 48 horas después de la abrasion, se realiz6 el ensayo de ELISA para medir el nivel de
TGF-B.

Resultados
Los resultados mostraron que en la lagrima del ojo instilado con la composicion que tiene la formulaciéon como en el

Ejemplo 1, se reduce el nivel de proteina de TGF- en comparacién con el de los ojos de control (WH) y similar al
0jo no lesionado. Véanse los resultados en la Tabla 5 y Figura 14 (A).

Tabla 5
+dS 48 horas
sin WH 3075 + 288
WH 4402 + 308
p<0,05 frente a sin WH
Composicion que comprende 4 % de lactobionato de sodio, 0,15 % de hialuronato de 3082 + 743
sodio

También se ha confirmado un resultado similar referente al nivel de TGF-B en cérnea en donde el ensayo de ELISA
ha resaltado el reducido nivel de TGF-B en coérneas de ojo tratadas con la composicion que comprende 4 % de
lactobionato de sodio y 0,15 de hialuronato de sodio 48 horas y 72 horas después de la abrasion. El resultado
confirma una respuesta inflamatoria reducida a la lesion de tejido y posterior cicatrizacion en coérneas tratadas en
comparacion con corneas sin tratar. Véanse los resultados en la Tabla 6 y la Figura 14 (B).
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Tabla 6
+dS 48 horas 72 horas
sin WH 11,46 114+6
WH 98,7+8 53+4
p<0,01 frente a sin WH | p<0,01 frente a sin WH
Composicion que comprende 4 % de lactobionato de sodio, 77 £ 3,7 28 +11
0,15 % de hialuronato de sodio p<0,01 frente a WH p<0,01 frente a WH

Andlisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media * desviacion estandar (DE). Los datos se compararon entre los
grupos de tratamiento usando el analisis de la varianza (ANOVA) unilateral. Las diferencias se consideraron
significativas a P < 0,05.

Conclusién

Son muy importantes una pelicula lagrimal sana y superficie de la cornea y conjuntiva sana para muchas funciones
importantes del ojo. Las inflamaciones del ojo, posteriores a lesién o debidas a infecciones microbioldgicas, y la
enfermedad del ojo seco son problemas clinicos significativos que necesitan ser resueltos, pero su complejidad y la
mala correlacion entre los signos clinicos y la diversificacion de los sintomas informados dificulta que el profesional
clinico identifique el correcto enfoque terapéutico. El estudio de los presentes inventores demuestra que la
administracion topica de una composicion que comprende &cido lactobionico, o una sal del mismo, y &cido
hialurénico, o una sal del mismo, conduce a una respuesta significativamente mejor a lesion, estrés oxidativo,
envejecimiento. Los presentes inventores fueron capaces de demostrar que la preparacién farmacéutica segun la
invencion aceleraba rapidamente el proceso de curaciéon, mientras que reducia la inflamacién local. El estudio
confirma la posible aplicaciéon de una composicion que comprende lactobionato de sodio y hialuronato de sodio para
el tratamiento de lesiones e inflamaciones de la superficie de la cérnea. Ademas, parece que la administracién tépica
es responsable de un aumento en los procesos de epitelizacion celular que ofrece escenarios prometedores usando
la asociacion de acido lactobidnico y acido hialurénico o sus sales, para fines terapéuticos.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién oftalmica que comprende la asociacién de acido lactobionico, o una sal del mismo, que varia entre
1%p/py 5% p/p, y acido hialurénico, o una sal del mismo, que varia entre 0,01 % p/p y 1,0 % p/p, y uno o mas
excipientes y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

2. Composicién oftalmica segun la reivindicacion 1, en donde la cantidad de acido lactobidnico, o de su sal, varia
entre 3,5 % p/p y 4,5 % p/p, y la cantidad de &cido hialurénico, o de su sal, varia entre 0,05 % p/p y 0,5 % p/p.

3. Composicion oftalmica segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el acido lactobiénico,
o su sal, es igual a 4 % p/p, y el acido hialurénico, o su sal, es igual a 0,15 % p/p.

4. Composicion oftadlmica segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la sal es una sal de
sodio.

5. Composicion oftalmica segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que es
isotonica, con osmolalidad entre 250 y 350 mOsm/Kg y que tiene pH entre 7,0y 7,4.

6. Composicion oftdlmica segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que
comprende ademas agentes estabilizantes de la disolucién, agentes lubricantes, agentes hidratantes, agentes de
tamponamiento, conservantes y agentes quelantes.

7. Composicion oftalmica segun la reivindicacién 6, que comprende EDTA dis6dico y N-hidroximetilglicinato.

8. Composicion oftalmica segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas
agentes terapéuticos adicionales, seleccionados del grupo de: factores de crecimiento, agentes antiinflamatorios,
vitaminas, fibronectina, colageno y aminoacidos.

9. Composicién oftalmica segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en cualquier forma para
administracién topica.

10. Composicién oftalmica segun la reivindicacién 9 en forma de colirios, gel, pomada, espray.

11. Composicion oftalmica segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que tiene la siguiente
formulacion:

Lactobionato de sodio 4,0 % p/p
Hialuronato de sodio 0,15 % p/p
Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado 0,225 % p/p
Difosfato de sodio dihidratado 0,686 % p/p
EDTA disddico 0,100 % p/p
Hidroximetilglicinato de sodio 0,002 % p/p
Agua destilada c.s. hasta 100 g

12. Composicion oftalmica segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que tiene la siguiente
formulacion:

Lactobionato de sodio 4,0 % p/p
Hialuronato de sodio 0,15 % p/p
Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado 0,225 % p/p
Difosfato de sodio dihidratado 0,686 % p/p
Agua destilada c.s. hasta 100 g.

13. Composicion oftalmica segun las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en el tratamiento de trastornos oculares
caracterizados por estados inflamatorios, alteracién de la pelicula lagrimal, sindrome del ojo seco, estrés oxidativo,
estrés sobre la superficie ocular, envejecimiento de los ojos.

14. Composicion oftadlmica segun las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en la cicatrizacion del epitelio cérneo-
conjuntival.
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