ES 2773945 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  27.04.2007
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 18.12.2019

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

@NUmero de publicacion: 2 773 945
GDint. Ci.;

CO7K 7/00
AB1K 38/17
AB1P 27/02

(2006.01)
(2006.01)

(2006.01)

T3

E 12157100 (4)
EP 2468292

Tl’tulo: Nuevo péptido que tiene actividad antisecretora

Prioridad:

27.04.2006 SE 0600932

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la
traduccion de la patente:
15.07.2020

@ Titular/es:

LANTMANNEN MEDICAL AB (100.0%)
Box 30192
104 25 Stockholm, SE

@ Inventor/es:

HANSSON, HANS-ARNE;
LANGE, STEFAN y
JENNISCHE, EVA

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773945 T3

DESCRIPCION
Nuevo péptido que tiene actividad antisecretora
Campo de la invencion

La invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden factores antisecretores para su uso en el
tratamiento y/o la prevencion de la hipertension intraocular, que se caracteriza preferiblemente por la obstruccion del
flujo de salida de liquido corporal que da como resultado una presion elevada en el ojo. La invencion proporciona un
enfoque novedoso para el tratamiento y/o la prevencion de un estado de este tipo volviendo la presién intraocular a
un nivel aceptable, opcionalmente 21 mmHg, o menos.

Antecedentes de la invencion

Los niveles de presién elevados en el ojo son provocados o bien por la elevada produccion de liquido o bien por la
obstruccion del flujo de salida de liquido del ojo, o, alternativamente, por combinaciones las mismas. La presion
intraocular (IOP) en el ojo de un mamifero es similar para una amplia variedad de especies y del orden de 11-
21 mmHg, tal como 10-20 mmHg, tal como 12-18 mmHg. Para los seres humanos, un intervalo normal es de
aproximadamente entre 11-21 mmHg. Se considera elevada si es superior a 20 mmHg, tal como 21 mmHg, tal como
21-24 mmHg, o 22-30 mmHg durante un periodo de tiempo prolongado. El nivel de la IOP esta regulado por la
formacion de un liquido, el humor acuoso (AH), procedente de la sangre y transferido a través de los procesos
ciliares a la camara posterior del ojo. EI AH pasa el cuerpo vitreo y el cristalino de la camara posterior y luego a
través de la pupila a la camara anterior. Desde alli la mayor parte del AH finalmente fluye hacia el angulo irido-
corneal y sale del ojo a través de la malla trabecular por el canal de Schlemm, las venas acuosas y las venas
esclerales y epiesclerales. Hay un intercambio de liquido y metabolitos entre el AH y, por ejemplo, el cristalino en la
cémara posterior y la cornea en la cdmara anterior. Una pequefia parte del AH entra en la via uveoescleral, es decir,
el iris, el musculo ciliar y la esclerética, y eventualmente se mezcla con el liquido de los tejidos producido localmente
antes de salir del ojo (Jemdal, Hansson & Bill, 1990; Oyster, 1999). La IOP se controla en gran medida por el flujo de
salida, mientras que la formacion del AH en los seres humanos adultos se considera que es menos variable. Los
principales reguladores de la IOP son el endotelio de la malla trabecular, la malla endotelial yuxtacanalicular y la
pared interna del endotelio del canal de Schlemm (Liitjen-Drecoll 1998; Sacca et al 2005). Esta ultima es de especial
importancia en la rectificacion y control del flujo desde la camara anterior al sistema vascular. En las células
endoteliales, se forman invaginaciones, denominadas caveolas, y se llenan con AH, y después se transfieren
principalmente como vacuolas gigantes a través de las células endoteliales para vaciar eventualmente su contenido
en el canal de Schlemm. El aumento de la IOP da como resultado la formacién de un gran numero de estas
vacuolas gigantes y sucede lo contrario si la IOP se reduce (Jerndal, Hansson & Bill, 1990; Lutjen-Drecoll 1998).
Ademas, estas células pueden tener provisionalmente la capacidad de controlar su volumen celular, influyendo de
ese modo aun mas en la pérdida paracelular de AH (Starner et al., 2001). La figura 1a muestra una figura
esquematica del ojo humano y la figura 1b una micrografia electronica de barrido del angulo irido-corneal de un ojo
humano adulto.

El término hipertension intraocular se usa en la practica médica como un diagndstico para una enfermedad crénica
con una IOP superior a 20 mmHg, tal como 21-24 mmHg, tal como 22-30 mmHg. Los pacientes con hipertensién
intraocular pueden padecer ese estado sin desarrollar ningun signo de secuela tal como la pérdida del campo visual
u otros signos de alteraciones de la retina y del nervio 6ptico. El aumento agudo de la IOP puede producirse
transitoriamente, por ejemplo, por la tos, por una alta carga de trabajo, después de un traumatismo del bulbo ocular
y por la maniobra de Valsalva. Normalmente hay una variaciéon diurna de la IOP, siendo mas alta en los seres
humanos a primera hora del dia. En un ser humano adulto, se forman aproximadamente 2-3 ul de AH por minuto,
dando como resultado que el AH en un ojo se renueve en aproximadamente 1%z h. Eso significa que la formacion y
el flujo de salida deben monitorizarse dentro de limites estrechos para mantener la IOP dentro del intervalo normal.
La IOP no debe ser ni demasiado alta ni demasiado baja. Las principales funciones del AH son proporcionar
nutrientes, oxigeno, iones y liquido a, por ejemplo, el cristalino y la cérnea y drenar los metabolitos y desechos.
Ademas, la IOP y el AH interactian para mantener las propiedades 6pticas y la forma del ojo. La produccion de AH
puede darse a conocer por varios métodos, tal como mediante la determinacién de la renovacion del AH y su flujo de
salida. La presion intraocular se determina con precisién por ejemplo, por tonometria.

Puede demostrarse la presencia de IOP anémala en algunos pacientes con glaucoma. Sin embargo, no todos los
pacientes con glaucoma muestran signos de hipertension intraocular. El término hipertension intraocular, por tanto,
no debe confundirse con el diagnéstico médico del glaucoma. A diferencia de la hipertension intraocular, el
glaucoma se define como una enfermedad caracterizada por aumentar el deterioro con el tiempo y, finalmente, la
ceguera debido a la pérdida progresiva de las células nerviosas de la retina y la degeneracién del nervio éptico. Bajo
el término glaucoma, se incluye una amplia gama de estados, teniendo todos en comun que finalmente dan como
resultado el deterioro de la vision (Ritch ef al., 1996). Por tanto, el diagndstico del glaucoma se refiere a la pérdida
visual y no a la presencia de IOP anémala.

La IOP se rige principalmente por el flujo de salida del AH de la camara anterior en el ojo a las venas a través del
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angulo iridocorneal al canal de Schlemm. Si la salida del AH del ojo se ve obstaculizada o incluso bloqueada, la IOP
se convertira en elevada. La resistencia al flujo de la salida, que normalmente da como resultado una IOP en el
intervalo de 10-20 mmHg, tal como 12-18 mmHg, se localiza principalmente a la malla trabecular y el revestimiento
endotelial del canal de Schlemm. Las células endoteliales en la malla trabecular y el canal de Schlemm interactian
en la regulacion del flujo de salida del AH (Alvarado et al., 2005; Jerndal et al., 1991). No hay comunicacién directa
entre la camara anterior por un lado y el canal de Schlemm, que incluye las venas esclerales y epiesclerales, por el
otro. En pacientes con hipertension intraocular, la malla trabecular se caracteriza por la degeneracion en un grado
variable, la acumulacién de material de placa derivado de la cubierta y el aumento de la resistencia al flujo de salida
del AH (Rohen et al, 1993). Ademas, la acumulacion de pigmentos y material de exfoliacion, asi como de células
sanguineas y coagulo puede afiadirse ademas en ciertos casos y obstaculizar ain mas el flujo de salida, elevando la
IOP. La hipersecrecion, es decir, la formacion excesiva de AH, es una causa Unica poco comun de hipertension
intraocular. Por tanto, el control mantenido mejorado de la renovaciéon de AH, especialmente el control del flujo de
salida de AH a través del angulo iridocorneal es de importancia clave en el descenso y la normalizacién de la IOP,
con el fin de monitorizar la hipertension intraocular.

Las terapias disponibles para el tratamiento de la hipertension intraocular en la practica clinica tienen como objetivo
aumentar preferiblemente el flujo de salida de AH, pero algunos farmacos, tal como por ejemplo, la dorzolamida y la
brinzolamida, disminuyen la produccién de AH. Algunos de los farmacos que se usan actualmente influyen tanto en
la formacion como en las rutas del flujo de salida. Debe destacarse que la composicién, asi como la renovacion de
AH es importante puesto que el AH suministra, por ejemplo al cristalino y a la cérnea, nutrientes, liquido y oxigeno, y
se encarga de la gran mayoria de los productos formados. Los efectos secundarios son frecuentes con los farmacos
usados en la actualidad, y a menudo obstaculizan el tratamiento adecuado. Ademas, hay pacientes con hipertension
intraocular, a los que no es posible tratar adecuadamente con los farmacos disponibles. Por tanto, existe la
necesidad enfoques terapéuticos para reducir la IOP a los niveles normales.

La proteina antisecretora es una proteina de 41 kDa, descrita originalmente para proporcionar una proteccion contra
las enfermedades diarreicas y la inflamacion intestinal (para una revision, véase Lange y Lonnroth, 2001). La
proteina antisecretora se ha secuenciado y su ADNc clonado. La actividad antisecretora parece que se ejerce
principalmente por un péptido situado entre las posiciones 1-163, o0 mas especificamente, entre las posiciones 35 y
50 en la secuencia de aminoacidos de la proteina antisecretora. Las investigaciones inmunoquimicas e
inmunohistoquimicas han revelado que la proteina antisecretora esta presente y también puede sintetizarse por la
mayoria de los tejidos y 6rganos del cuerpo. Los péptidos sintéticos, que comprenden la secuencia antidiarreica han
sido caracterizados (documento WO 97/08202; documento WO 05/030246). Se ha dado a conocer previamente que
los factores antisecretores normalizan el transporte de liquidos patoldgico y/o las reacciones inflamatorias, tal como
en el intestino y en el plexo coroideo del sistema nervioso central tras la estimulacion con la toxina del cdlera
(documento WO 97/08202). Por tanto, se sugirié que la adiciéon de factores antisecretores a alimentos y piensos era
util para el tratamiento del edema, la diarrea, la deshidratacion y la inflamacion en el documento WO 97/08202. El
documento WO 98/21978 da a conocer el uso de productos que tienen actividad enzimatica para la produccion de
un alimento que induce la formacion de proteinas antisecretoras. EI documento WO 00/038535 da a conocer
ademas los productos alimenticios enriquecidos en proteinas antisecretoras como tales.

También se ha demostrado que la proteina antisecretora y fragmentos de la misma mejoran la reparacion del tejido
nervioso, y la proliferacion, apoptosis, diferenciacién y/o migracion de las células madre y progenitoras y de las
células derivadas de las mismas en el tratamiento de estados asociados con la pérdida y/o ganancia de células
(documento WO 05/030246).

Los presentes inventores han encontrado ahora sorprendentemente que la proteina del factor antisecretor,
homologos y fragmentos peptidicos derivados de la misma reducen la resistencia al flujo de salida del AH a través
del angulo iridocorneal del ojo al sistema venoso. Esto presenta una nueva aplicacion terapéutica para proteinas
antisecretoras, homologos y fragmentos de la misma, es decir, el uso de tales proteinas y fragmentos en la
preparacién de medicamentos para el tratamiento y/o la prevencién de la hipertension intraocular.

Sumario de la invencion

La presente invencidn se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden factores antisecretores para su
uso en el tratamiento y/o la prevencién de la hipertensién intraocular. La invencidn se basa en el hallazgo de que los
factores antisecretores, es decir, proteinas y péptidos antisecretores, derivados, homdlogos y fragmentos de los
mismos que tienen actividad antisecretora, aumentan el flujo de salida de liquido en el ojo, reduciendo de ese modo
la presion intraocular.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un péptido que consiste en SEQ ID NO 4, que tiene
actividad antisecretora, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un péptido
que consiste en SEQ ID NO 4.
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Descripcion de las figuras

La figura 1a muestra una figura esquematica de un ojo humano (1-1). El canal de Schwann (Sch) se ve a mayor
aumento, separado de la camara anterior (AC) por la malla trabecular (T) (1-2). También se da a conocer que cada
trabécula (Tr) esta envuelta por las células endoteliales (EC) (1-3). El humor acuoso se forma en los procesos
ciliares que se ven a la derecha de la zona enmarcada en la figura 1-1. L = cristalino; C = cérnea; | = iris; S =
escleroética; modificado de: R.V. Krstic, 1991.

La figura 1b es una micrografia electrénica de barrido del angulo irido-corneal de un ojo humano de un hombre de 55
afos de edad, quien tenia un ojo enucleado debido a un tumor retrobulbar. La malla trabecular, marcada con una U,
se ve separada del canal de Schlemm por un tejido bastante denso C = cérnea; Sp = espolén escleral; | = iris; Cp =
procesos ciliares; S = linea de Schwalbe. El aire esta en la parte superior derecha. De Jerndal et al., 1991.

La figura 2 muestra la presién intraocular en el tratamiento tépico de los ojos de conejos con AF-16 (triangulos al
revés), con el farmaco Timolol® (triangulos) y con vehiculo PBS (cuadrados), respectivamente, segun el ejemplo 7.

La figura 3 muestra la presion intraocular después de 5 dias de tratamiento topico de ojos de conejos con AF-16
(triangulos al revés), con el farmaco Timolol® (triangulos) y con vehiculo PBS (cuadrados), respectivamente, segun
el ejemplo 7.

La figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de una proteina antisecretora segin SEQ ID NO 6. La secuencia
corresponde a la SEQ ID NO 2 del documento US 6344440.

Definiciones

En la presente solicitud la camara anterior [0jo] se define como el espacio entre la superficie anterior del iris y la
superficie endotelial de la cérnea, conectadas por el angulo iridocorneal.

La camara posterior [0jo] se define como el espacio entre la superficie anterior del cuerpo vitreo y el cristalino y la
superficie posterior del iris. La camara posterior y la camara anterior estan conectadas a través de la pupila.

Proteina antisecretora en el presente contexto se refiere a una proteina con propiedades antisecretoras tal como se
definié anteriormente en los documentos WO 97/08202 y WO 00/38535.

En el presente contexto, el/los factor(es) antisecretor(es) (AF) se refiere(n) a una proteina o un péptido antisecretor o
un homdlogo, derivado y/o fragmento de los mismos que tiene actividad antisecretora. En el presente contexto, este
péptido, homdlogo, derivado o fragmento tiene actividad bioldgica analoga en el tratamiento y/o la prevencion de la
hipertensién intraocular. Los factores antisecretores se han dado a conocer previamente, por ejemplo, en el
documento WO 97/08202 y en el documento WO 05/030246. En el presente contexto, los términos factor
antisecretor, proteina del factor antisecretor, proteina antisecretora, péptido antisecretor, derivado antisecretor y
fragmento antisecretor se usan indistintamente. También se entiende con el término factor antisecretor yema de
huevo enriquecida con factores antisecretores tal como se da a conocer en el documento SE 900028-2 y el
documento WO 00/38535 tal como se describe mas adelante.

Por humor acuoso, AH, se entiende un liquido acuoso formado a partir de la sangre en los procesos ciliares, que
fluye a través de la camara posterior y la pupila hacia la camara anterior y luego sale de la camara anterior a través
principalmente de la malla trabecular y del canal de Schlemm y, finalmente, por los vasos sanguineos venosos.

El CNS es el sistema nervioso central, que comprende el cerebro y la médula espinal.
Por edema se entiende la acumulacion de una cantidad excesiva de liquido acuoso en células, tejidos o cavidades
serosas (véase, por ejemplo, el Diccionario médico de Stedman, 52 ed., Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia,

2005).

Por glaucoma se entiende un grupo de enfermedades caracterizadas por un dafio progresivo a la retina y al nervio
Optico, que dan como resultado la pérdida y el estrechamiento del campo visual y, finalmente, la pérdida de la vision.

La presién intraocular (IOP) es la presion ejercida por el humor acuoso en el globo ocular.
La hipertension intraocular es un estado en el que la presion en el globo ocular es superior a 20 mmHg, tal como
21 mmHg, tal como 22-30 mmHg en un paciente despierto. Por tanto, en el presente contexto, la expresion

hipertensidn intraocular y presion intraocular anémala se usan de indistintamente.

Por hipotension intraocular se entiende que la presion en el globo ocular es inferior a 11 mmHg, tal como 10 mmHg
en un paciente despierto.
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El angulo iridocorneal es la unidn dentro la camara anterior entre el iris y la parte posterior de la cornea.
PBS es una solucion salina tamponada con fosfato.

En el presente contexto, los términos “tratamiento” o “tratar” se refieren al tratamiento terapéutico con el fin de curar
o aliviar un estado de hipertension intraocular. También se pretende en la presente invencion la “prevencion” de la
hipertension intraocular, que esta relacionada con el tratamiento profilactico para evitar la aparicién de hipertension
intraocular.

Por malla trabecular se entiende la malla de trabéculas y ldminas de tejido conjuntivo colagenoso recubierta por las
células endoteliales, interpuesta en el angulo iridocorneal entre la camara anterior y el canal de Schlemm.

Por canal de Schlemm se entiende el canal venoso circular en la parte exterior del surco escleral interno en la region
del limbo del ojo, conectado a través de las venas del humor acuoso al sistema de drenaje venoso del ojo. El canal
de Schlemm es el principal sistema de flujo de salida para el humor acuoso desde la camara anterior del ojo.

Las proteinas son macromoléculas bioldgicas constituidas por residuos de aminoacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos. Las proteinas, como polimeros lineales de aminoacidos, también se denominan polipéptidos.
Normalmente, las proteinas tienen 50-800 residuos de aminoacidos y, por tanto, tienen pesos moleculares en el
intervalo de desde aproximadamente 6000 hasta aproximadamente varios cientos de miles de Dalton o mas. Las
proteinas pequefas se denominan péptidos u oligopéptidos. El término “proteina” y “péptido” pueden usarse
indistintamente en el presente contexto.

Una “composicion farmacéutica”, en el presente contexto, se refiere a una composicion que comprende una cantidad
terapéuticamente activa de una proteina antisecretora, opcionalmente en combinacion con un excipiente
farmacéuticamente activo, tal como un portador o un vehiculo. Dicha composicién farmacéutica se formula para la
via de administracién apropiada, que puede variar dependiendo del estado del paciente, asi como de otros factores,
tales como la edad o la opcion preferida. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina antisecretora
sirve como un sistema de administracion de farmacos. La composicion farmacéutica después de su administracion
expone la sustancia activa al cuerpo de un ser humano o de un animal. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas para la presente invencion se describen a continuacion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en el sorprendente hallazgo de que los factores antisecretores (AF), tales como la
proteina antisecretora y homdlogos, derivados o fragmentos de la misma provocan una reduccioén de la resistencia al
flujo de salida del humor acuoso a través del angulo iridocorneal del ojo al sistema venoso, lo que aumenta el flujo
de salida de liquido anémalamente acumulado en el ojo. De esta manera el flujo de salida del humor acuoso se
aumenta, lo que lleva a una disminucion en la presion intraocular en el ojo. Esto presenta una nueva aplicacion
terapéutica para las proteinas antisecretoras y fragmentos de las mismas, es decir, el uso de tales proteinas y
fragmentos en el tratamiento y/o la prevencién de la hipertensién intraocular. Es probable que las composiciones
farmacéuticas segun la presente invencién sean mas Utiles para los pacientes con riesgo de desarrollar o que
padecen hipertension intraocular.

Tal como se describid anteriormente, el flujo de salida del humor acuoso se produce principalmente a través del
angulo del iris y esta regulado por las células que forman la malla trabecular. La mayor parte del humor acuoso se
transporta fuera del ojo a través del canal de Schlemm. El humor acuoso se transporta encerrado en pequefas
vesiculas a través de las células de la malla trabecular hacia el canal de Schlemm, asi como, en cierta medida por
via paracelular. Adicionalmente y en un grado menor, el AH sale del ojo a través de las estructuras del angulo del iris
y la esclerética. El flujo fuera del ojo del humor acuoso, en el que “pequefias porciones” de liquido son transportadas
a la vez, es radicalmente diferente del transporte de iones y agua en, por ejemplo, el intestino, en el que las bombas
de iones y agua de las células epiteliales del intestino transportan una molécula cada vez. Por tanto, aunque
anteriormente se han sugerido factores antisecretores para su uso en el tratamiento de estados tales como el
edema, la diarrea, la deshidratacion, el glaucoma vy la inflamaciéon (documento WO 97/08202), el mecanismo de
accion de los factores antisecretores en el tratamiento de estas enfermedades es diferente del mecanismo de accién
segun la presente invencion, en el que la resistencia al flujo de salida del humor acuoso a través del angulo
iridocorneal del ojo al sistema venoso se reduce por los factores antisecretores. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta no obstante, que la hipertension intraocular en una etapa posterior puede o no dar lugar al glaucoma.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere, por tanto, a un péptido que consiste en SEQ ID NO 4, que
tiene actividad antisecretora, es decir, un factor antisecretor, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo..

El factor antisecretor es una proteina que se produce de manera natural en el cuerpo. El factor antisecretor humano
es una proteina de 41 kDa, que comprende 382 aminoacidos cuando se aisla de la glandula pituitaria. El sitio activo
con respecto al efecto de disminucién de la presion intraocular segun la presente invencion parece estar localizado
en una regioén cerca del extremo N-terminal de la proteina, localizado en los aminoacidos 1-163 de la SEQ ID NO 6,
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o en fragmentos de esta region.

Los presentes inventores han demostrado que el factor antisecretor es hasta cierto punto homoélogo con la proteina
S5a, también denominada Rpn 10, que constituyen una subunidad de un constituyente predominante en todas las
células de vertebrados, el proteosoma 26 S, méas especificamente en la pestafia 19 S/PA 700. En la presente
invencion, las proteinas antisecretoras se definen como una clase de proteinas homodlogas que tienen las mismas
propiedades funcionales. Los proteosomas tienen una multitud de funciones relacionadas con la degradacion de las
proteinas sobrantes, asi como proteinas de corta duracidon, no deseadas, desnaturalizadas, mal plegadas y con
cualquier otra anomalia. Ademas, el factor antisecretor /S5a/Rpn10 esta involucrado en la distribucion celular y en el
transporte de constituyentes celulares, la mayoria evidentemente proteinas, tal como se describe mas
detalladamente en los libros de texto comiunmente disponibles.

El péptido antisecretor que tiene actividad antisecretora segun la presente invenciéon presenta 6 aminoacidos. El
factor antisecretor consiste en 6 aminoacidos.

El factor antisecretor segin la presente invencion puede producirse in vivo o in vitro, por ejemplo, de forma
recombinante, sintetizado quimicamente y/o aislado de una fuente que se produce de manera natural de factores
antisecretores, tales como de las glandulas pituitarias de cerdo o los huevos de las aves. Después de la produccion,
los factores antisecretores pueden procesarse adicionalmente, tal como mediante la escisién quimica o enzimatica
de fragmentos antisecretores activos mas pequefios o por modificacion de los aminoacidos. En la actualidad, no es
posible obtener el factor antisecretor en forma pura mediante purificacion. Sin embargo, es posible producir una
proteina del factor antisecretor bioldgicamente activa de forma recombinante tal como se describié previamente en
los documentos WO 97/08202 y WO 05/030246. Los documentos WO 05/030246 y WO 97/08202 también dan a
conocer la produccion de fragmentos biolédgicamente activos de esta proteina.

El factor antisecretor segun la invenciéon puede comprender ademas un grupo protector del extremo N-terminal y/o
del extremo C-terminal. Un ejemplo de un grupo protector del extremo N-terminal incluye un acetilo. Un ejemplo de
un grupo protector del extremo C-terminal incluye una amida.

El término “sal farmacéuticamente activa”, se refiere a una sal de una proteina antisecretora, que puede ser
cualquier sal derivada de la misma, basandose en la llamada serie Hofmeiser. Dado que las proteinas y los péptidos
son anfoteros, sin limitar el alcance de la invencion, el término “sal farmacéuticamente aceptable”, por tanto, cuando
se almacena, por ejemplo, como trifluoroacetato o acetato, también se refiere a una forma mas estable de un factor
antisecretor segun la invencion.

La composicidon farmacéutica de la invencion puede comprender adicionalmente uno o mas portadores, receptores o
diluyentes farmacolégicamente aceptables tales como los conocidos en la técnica.

Las composiciones pueden estar en forma de, por ejemplo, liquidos, semiliquidos, composiciones sdlidas o
semisolidas tales como, pero sin limitarse a, liquidos de transfusién disueltos, tales como solucién salina estéril,
disoluciones de diversas sales, disoluciones de glucosa, solucion salina de tampén fosfato, sangre, plasma o agua,
polvos, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas, pulverizadores, aerosoles, dispositivos de inhalacion,
disoluciones, dispersiones, suspensiones, emulsiones y mezclas de los mismos. Las composiciones pueden tener
en cuenta la estabilidad y la reactividad de los péptidos o de la proteina.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse segun la practica farmacéutica convencional,
por ejemplo, segun “Remington: The science and practice of pharmacy”, 212 edicién, ISBN 0-7817-4673-6 o
“Encyclopedia of pharmaceutical technology”, 22 edicién, ed. Swarbrick J., ISBN: 0-8247-2152-7.

En la presente invencidn, el factor antisecretor es CHSKTR (SEQ ID NO 4).

En la presente invencién, dicho fragmento comprende una secuencia de aminoéacidos tal como se muestra en SEQ
ID NO 4.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el factor antisecretor se usa en una composicion farmacéutica
para el tratamiento y/o la prevencién de la hipertensién intraocular, en la que la tension intraocular es de 21 mmHg o
mas, tal como 22 mmHg o mas. En otra realizacién preferida de la presente invencion, la tensién intraocular es
normal o incluso baja, es decir, por debajo de 21-24 mmHg, preferiblemente por debajo de 10-12 mmHg, tal como
entre 11-21 mmHg. Una IOP de menos de 11 mmHg, tal como de menos de 10 mmHg, tal como de menos de 10-
12 mmHg, se considera como inferior a la normal, es decir, baja. Los efectos beneficiosos de la administracion de
las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion, también a los mamiferos que tienen una presion
intraocular que es normal, o incluso por debajo de lo normal, es que esos mamiferos también pueden tener picos en
la presioén intraocular durante el dia, que pueden ser entonces tratados y/o prevenidos por las composiciones
farmacéuticas de la invencion. En otra realizacion preferida, la tension intraocular es superior a 21 mmHg, tal como
21-24 mmHg, tal como 22-30 mmHg.
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El factor antisecretor segun el presente documento también puede administrarse en forma de un “alimento médico”.
En el presente contexto, un alimento médico se refiere a un alimento, que se ha preparado con una composiciéon con
una proteina antisecretora. Dicho alimento puede ser cualquier alimento adecuado, en forma liquida o sélida, tal
como un liquido o un polvo, o cualquier otra sustancia alimenticia adecuada. Pueden encontrarse ejemplos de estas
sustancias en el documento WO 00/38535.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la hipertensién intraocular que va a tratarse y/o prevenirse
esta provocada por una resistencia del flujo de salida del humor acuoso desde la camara anterior del ojo.

En otra realizacion preferida, la composicion farmacéutica usada segun la presente invencion reduce la resistencia
del flujo de salida del humor acuoso desde la camara anterior a través de la malla trabecular y el canal de Schlemm.

En una realizacion de la presente invencion, la composicion farmacéutica segun la invencion comprende ademas un
excipiente farmacéuticamente aceptable. La eleccion de excipientes farmacéuticamente aceptables y su
concentracion optima para su uso segun la presente invencién pueden determinarse facilmente por el experto
mediante experimentacion. Los excipientes farmacéuticamente aceptables para su uso segun la presente invencion
incluyen disolventes, agentes tamponantes, conservantes, agentes quelantes, antioxidantes, estabilizantes, agentes
emulsionantes, agentes de suspension y/o diluyentes.

Un excipiente farmacéuticamente aceptable es una sustancia que es sustancialmente inocua para el individuo al que
se administra la composicion. Un excipiente de este tipo normalmente cumple con los requisitos dados por las
agencias nacionales de farmacos. Las farmacopeas oficiales, tales como la Farmacopea de los Estados Unidos de
América y la Farmacopea Europea establecen normas para los excipientes farmacéuticamente aceptables bien
conocidos.

Lo que sigue es una revision de las composiciones farmacéuticas relevantes para su uso segun la invencion. La
revision se basa en la via de administracion especifica. Sin embargo, se aprecia que en aquellos casos en los que
un excipiente farmacéuticamente aceptable puede emplearse en diferentes formas de dosificacion o composiciones,
la aplicacion de un excipiente farmacéuticamente aceptable especifico no se limita a una forma de dosificacion
particular o a una funcion particular del excipiente.

Composiciones parenterales:

Para la aplicacién sistémica, las composiciones segun la invencién pueden contener portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables convencionales no toxicos, incluyendo microesferas y liposomas.

Las composiciones para uso segun la invencién pueden incluir todo tipo de composiciones sdlidas, semisdlidas y
liquidas.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables pueden incluir disolventes, agentes tamponantes, conservantes,
agentes quelantes, antioxidantes, estabilizantes, agentes emulsionantes, agentes de suspension y/o diluyentes. A
continuacioén se proporcionan ejemplos de los diferentes agentes.

Ejemplos de diversos agentes:

Los ejemplos de disolventes incluyen, pero no se limitan a, agua, alcoholes, sangre, plasma, liquido cefalorraquideo,
liquido de ascitis y liquido linfatico.

Los ejemplos de agentes tamponantes incluyen, pero no se limitan a, acido citrico, acido acético, acido tartarico,
acido lactico, acido hidrogenofosférico, bicarbonatos, fosfatos, dietilamina, etc.

Los ejemplos de agentes quelantes incluyen, pero no se limitan a, EDTA de sodio y acido citrico.

Los ejemplos de antioxidantes incluyen, pero no se limitan a, hidroxibutilanisol (BHA), acido ascorbico y derivados
del mismo, tocoferol y derivados del mismo, cisteina, y mezclas de los mismos.

Los ejemplos de diluyentes y agentes disgregantes incluyen, pero no se limitan a, lactosa, sacarosa, Emdex,
fosfatos de calcio, carbonato de calcio, sulfato de calcio, manitol, almidones y celulosa microcristalina.

Los ejemplos de aglutinantes incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, sorbitol, goma arabiga, alginato de sodio,
gelatina, almidones, celulosa, carboximetilcelulosa sdédica, metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, polivinilpirrolidona y
polietilenglicol. La composicion farmacéutica usada segun la invencion se administra preferiblemente a través de
infusidn intravenosa periférica o por medio de una inyeccién intramuscular o subcutanea en el paciente o por via
bucal, pulmonar, nasal, cutanea o vias orales. Ademas, también es posible administrar la composicion farmacéutica
o la sustancia farmacéuticamente activa a través de un tubo insertado quirdrgicamente en un ventriculo del cerebro
del paciente.
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En una realizacién, la composicion farmacéutica segun la presente invencion se formula para administracion
intraocular, intranasal, oral, subcutanea y/o sistémica. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse una o
mas veces al dia. En una realizacién preferida de la presente invencién, la composicién farmacéutica se formula
para administracion como un pulverizador, aerosol, mediante un nebulizador o mediante un inhalador. En otra
realizacién preferida, la composicion de la invencion sirve va a administrarse mediante la aplicacion como una
suspensioén o, incluso mas preferiblemente, un polvo para inhalacién con un pulverizador, aerosol o nebulizador por
via nasal y/o al aparato respiratorio. Un nebulizador es un dispositivo médico que proporciona un medicamento
liquido en forma de vapor a las vias respiratorias. Los compresores de los nebulizadores fuerzan el aire a través del
tubo en un recipiente para medicamentos lleno con el medicamento liquido. La fuerza del aire rompe el liquido en
particulas diminutas de vapor que pueden inhalarse profundamente a las vias respiratorias. El término “aerosol” en
el presente contexto, se refiere a una suspensién gaseosa de particulas finas sdlidas o liquidas. La composiciéon
farmacéutica en forma de polvo que comprende los factores antisecretores tiene ventajas adicionales en cuanto a la
estabilidad y la dosificacion y que el polvo seco puede administrarse con un inhalador. La composicion farmacéutica
también puede aplicarse por via tdpica al ojo, por via intraocular, intranasal, oral, subcutanea y/o sistémica a través
de los vasos sanguineos. En una realizacion preferida, la composiciéon farmacéutica se formula para administracion
tépica al ojo. Normalmente, cuando se usa para aplicacién topica al ojo, la concentracion diaria aplicada de la
composicion de la invenciéon es de desde 1 pg hasta 10 mg por aplicacion, tal como desde 1 ug hasta 1 mg por
aplicacion, preferiblemente de 50-1000 pg al dia, tal como 50-500 pg al dia, 50-250 ug al dia, 100-250 pg al dia,
500-250 png al dia, 500-750 pg al dia, o 50-100 pg al dia, ya sea como una sola dosis al dia o repetida varias veces
por dia y ojo. Cuando se administra por via sistémica a la sangre, la dosis estd normalmente en el intervalo de
0,1 ug a 10 mg por aplicacion y kg de peso corporal y dia, tal como de 0,1 pg a 1 mg por aplicaciéon y kg de peso
corporal y dia, preferiblemente 1-1000 ug/kg de peso corporal, preferiblemente otra vez de 1-100 pg/kg de peso
corporal, ya sea como una sola dosis al dia o repetida varias veces al dia. Una caracteristica importante de la
proteina AF, el péptido, fragmento y/o derivado de la misma es que no se han mostrado efectos secundarios locales
o sistémicos incluso a dosis altas, lo que permite el tratamiento intenso sin riesgos conocidos.

La presente invencion también se refiere al uso de una proteina antisecretora que tiene una actividad antisecretora,
y/o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para la preparacion de una composicion farmacéutica para
administracion intraocular.

La presente invencion también se refiere a un péptido tal como se muestra en SEQ ID NO 4 per se. La invencion se
refiere ademas al uso de un péptido segun SEQ ID NO 4 para uso médico.

El presente documento también se refiere a un método para tratar y/o prevenir la hipertension intraocular en un
mamifero que lo necesita, comprendiendo dicho método la administracion de una cantidad eficaz de una
composicion farmacéutica que comprende una proteina antisecretora que tiene actividad antisecretora, y/o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma. Las composiciones farmacéuticas para su uso en un método de este tipo
se describen mas adelante.

Seccién experimental

Ejemplo de referencia 1

Se ajusto el ritmo diurno de conejos adultos jovenes (New Zealand White, NZW) mediante la exposicion de los
animales a la oscuridad de 9 am a 9 pm, mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta
manera, se conocia la dinamica de la IOP, ya que la IOP en conejos normales aumenta cuando se inicia la
oscuridad. La aplicacion unilateral de 10-50 ng de AF-16 (SEQ ID NO 1) (disuelto en PBS con etanol al 10 6 50%
afnadido) entre el bulbo ocular y la capsula de Tenon dio como resultado en conejos anestesiados un descenso
transitorio de la IOP de 2,5 mmHg en 2 h, segun se determiné con la ayuda de un dispositivo TonoPen® (Medtronic
Inc., Minneapolis MN, EE.UU.). Se inyect6 el colorante fluoresceina (Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, MO, EE.UU.; sal
de sodio, disuelto en PBS) por via intravenosa y se determind la aparicion del indicador determinado con un
microscopio de operacion, equipado con una de lampara de hendidura. No hubo diferencias con respecto al
momento de aparicion del colorante fluoresceina entre el ojo tratado con AF-1 6 y el ojo opuesto tratado sélo con el
vehiculo. El procedimiento descrito se repitid y se documentd el mismo resultado. Se consiguid un efecto de
reduccion de la IOP similar con una dosis mas alta, 100 ug de AF-16. Por tanto, se concluye que la produccion del
AH obviamente no se vio notablemente afectada por el tratamiento con AF-16, tal como se refleja en el hecho
demostrado de que el indicador usado, fluoresceina, aparece mas o menos de manera simultanea en los ojos
tratados con AF-16 y en los tratados con el vehiculo, respectivamente.

Ejemplo de referencia 2

Se ajustd el ritmo diurno de conejos adultos jévenes NZW mediante la exposicion de los animales a la oscuridad de
9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia la dinamica de
la IOP. La aplicacién unilateral de 10-50 ug de AF-16 (disuelto en 50 6 100 ul de PBS con etanol al 10 6 50%
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afnadido) entre el bulbo ocular y la capsula de Tenon en una posiciéon temporal dio como resultado en dos conejos
anestesiados un descenso de la IOP de ~2,5 mmHg en 2 h, segun se determin6 con la ayuda de un dispositivo
TonoPen®. A continuacion, se inyectaron 20 6 50 ul de una disoluciéon en PBS, que contenia azul de Evans al 3%
(Merck, Sigma) y albumina sérica bovina al 2% (Sigma), en los dos ojos a través de la pars plana en el limite entre la
camara posterior del ojo y el cuerpo vitreo. Se rodearon con suturas oftalmicas los sitios de inyeccion para evitar el
reflujo y las fugas. Se observo que el colorante azul entraba en la cdmara anterior y salia del ojo a través de las
venas epiesclerales, mas rapidamente en el ojo tratado previamente con AF-1 6 que en el ojo opuesto tratado
solamente con el vehiculo. El experimento se repitié6 una vez al dia siguiente con el mismo resultado. Por tanto, el
flujo de salida del AH, tal como se visualiza por el complejo albumina-colorante a través del angulo iridocorneal en el
canal de Schlemm y sus venas de conexion, se facilité aparentemente mediante la aplicacion del péptido AF-16.

Ejemplo de referencia 3

Los animales anestesiados adultos tendran el flujo de AH y la resistencia al flujo de salida determinados segun la
técnica de succion perilimbica, un enfoque establecido y publicado repetidas veces. Se usaran enfoques adicionales
para determinar estos parametros. Se obtendran con ello figuras cuantitativas y cualitativas con respecto a los
efectos de AF-16 sobre la dinamica del AH y de la IOP en los animales normales y en los animales con |IOP
experimentalmente elevada. Lo mismo sucede para los animales con hipertension intraocular congénita.

Ejemplo de referencia 4

Se ajusto el ritmo diurno de conejos adultos jéovenes NZW mediante la exposicion de los animales a la oscuridad de
9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, la IOP aumenta varios
mmHg durante las primeras horas de oscuridad. La inyeccion unilateral (50 - 250 ul) de hasta 100 pug de AF-16,
disuelto en PBS, con etanol al 10% afadido, bajo la capsula de Tenon a los animales anestesiados provoco en una
hora un descenso significativo de la IOP, hasta 5 mmHg, en comparacion con la IOP en el ojo opuesto, en el que
so6lo se aplico vehiculo (PBS con etanol al 10%). La reduccién de la IOP después del tratamiento con AF-16 persistid
durante al menos 4 h, y luego se volvié igual a la del ojo opuesto tal como se determiné al dia siguiente. Fue posible
repetir estos resultados durante 3 dias consecutivos, y en 3 conejos. Se concluye que AF-16 reduce de manera
eficaz la IOP en un ojo normal con unos pocos mmHg, lo que se corresponde con lo que se ha publicado que se
logra con otros farmacos usados para reducir la IOP.

Ejemplo de referencia 5

Se ajustd el ritmo diurno de conejos adultos jovenes NZW mediante la exposicidon de los animales a la oscuridad de
9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia la dinamica
diurna de la IOP. Una doble aplicacién unilateral con un intervalo de 2 min de 25 pug de AF-16 (en total 50 ng), en
25 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS), en el férnix conjuntival inferior (fondo de saco) a los animales
anestesiados dio como resultado después de una hora un descenso de la IOP de 1,5 - 2,5 mmHg, en comparacién
con la IOP en el ojo opuesto, en el que sélo se aplico el vehiculo, PBS. La reduccién de la IOP tras el tratamiento
con AF-16 persistié durante al menos 4 h, y luego se volvié igual a la del ojo opuesto al dia siguiente. Fue posible
repetir estos resultados durante 2 dias consecutivos, y en 2 conejos. Por tanto, estos experimentos demuestran que
la aplicacion local de AF-16 en el fondo de saco de conejos normales da como resultado una disminucién transitoria
de la IOP.

Ejemplo de referencia 6

Se ajustod el ritmo diurno de conejos adultos jévenes NZW mediante la exposicion de los animales a la oscuridad de
9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia la dinamica
diurna de la IOP. Una doble aplicacion unilateral con un intervalo de 2 min de 50 ug de AF-16 (en total 100 pg), en
50 pl de PBS, en el fondo de saco inferior (fornix conjuntival inferior) a los animales anestesiados dio como resultado
después de una hora un descenso de la IOP de 2 - 4 mmHg, en comparacion con la IOP en el ojo opuesto, en el que
so6lo se aplico el vehiculo. La reduccién de la IOP tras el tratamiento con AF-16 persistié durante al menos 4 h, y
luego se volvid igual a la del ojo opuesto al dia siguiente. Fue posible repetir estos resultados durante 3 dias
consecutivos, y en 2 conejos. Se concluye que el tratamiento local de un ojo normal con una dosis doble de AF-16,
tal como se indica en el ejemplo 5, también redujo transitoriamente la I0P, sin efectos secundarios locales o
sistémicos obvios reconocidos.

Ejemplo de referencia 7

El objetivo de este experimento, realizado en nombre del solicitante por Visionar AB, Uppsala, Suecia, era estudiar la
dinamica de la IOP en conejos después de un tratamiento tépico con AF-16, y comparar los efectos logrados con los
del farmaco Timolol® (2,5 mg/ml; Alcon Sweden AB, Estocolmo, Suecia), conocido por reducir la hipertension
intraocular, y el vehiculo, PBS. Se adquirieron veinte conejas albinas NZW, con un peso de 2,1-2,4 kg, y se alojaron
individualmente en jaulas individuales con libre acceso a los alimentos (K1, Lactamin, Estocolmo, Suecia) y agua del
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grifo. El ciclo de la luz del dia se regulé manteniendo la luz encendida entre 9 am y 9 pm. Durante un largo periodo
de aclimataciéon de 3 semanas, los animales fueron entrenados a diario para las condiciones de prueba de la
medicion de la IOP después de haber aplicado anestesia local a la cornea.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos:

Grupo 1, (n = 10). Estos animales recibieron 2 gotas de AF-16 (en total 50 ug, en 50 ul de PBS) en un ojo y el mismo
volumen, 2 x 25 pl, del vehiculo, PBS, en el ojo opuesto.

Grupo 2, (n = 10). Estos animales recibieron 1 gota (50 ul de Timolol®; 125 pg) en un ojo y el mismo volumen de
PBS en el otro ojo. El Timolol® es conocido por reducir la presion intraocular en conejos y, por tanto, se usé para
validar el modelo, como referencia. Se midi6 la IOP mediante un dispositivo TonoPen XL® (Medtronic) después de
aplicar 1 gota de Tetrakain Chauvin® (Novartis Ophthalmics, Taby, Suecia) en cada cérnea como anestésico local.
En el protocolo final, se programaron, por tanto, dos series de mediciones. Una serie después de 5 dias de
tratamiento local con AF-16 y el vehiculo, y otra serie después de 5 dias de tratamiento local con Timolol® o el
vehiculo.

En la primera medicion se esperaba encontrar el efecto reductor de la IOP del Timolol® en la 52 y la 62 medicion,
puesto que se esperaba que la IOP aumentase debido al ciclo diurno. El ultimo dia de mediciones de la IOP se
realizaron durante un periodo prolongado (1, 2, 3,25, 4,25, 5,5, 6,5, 7,75, 9 y 10 h después del comienzo de la
oscuridad en el alojamiento de los animales) para asegurarse de que los datos podrian obtenerse durante un
periodo prolongado. Los resultados se presentan en la figura 3 adjunta. La IOP al inicio del periodo de tratamiento
del dia 5 se muestra en la figura 2. No se observaron efectos o complicaciones adversos en el tratamiento con AF-
16, o bien de manera local o bien sistémica.

Es evidente a partir de los datos que AF-16 tenia un efecto reductor sobre la IOP, que difiere significativamente de la
IOP medida después del tratamiento soélo con el vehiculo, PBS. Los efectos altamente significativos ejercidos por
AF-16 fueron comparables a los de Timolol® (figura 3). Se concluye que estos datos indican que AF-16 puede ser
tan eficaz para reducir la IOP en conejos como el farmaco usado normalmente (Timolol®), conocido por tener tales
efectos. Por tanto, AF-16 puede ser Util en el tratamiento de la hipertension intraocular en seres humanos.

Ejemplo 8

Se ajustd el ritmo diurno de dos conejos adultos jovenes normales NZW (2,4-2,9 kg, hembras) mediante la
exposicion de los animales a la oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a
9 am. De esta manera, se conocia la dinamica diurna de la IOP. La doble aplicacién unilateral con un intervalo de
2 min de 50 6 100 pg del hexapéptido sintético CHSKTR (en total 100-200 ng), cada vez en 50 ul de PBS, en el
fondo de saco inferior (férnix conjuntival inferior) a los animales anestesiados dio como resultado después de una
hora un descenso de la IOP de 2-3 mmHg, en comparacion con la IOP del ojo opuesto, al que se habia aplicado sélo
el vehiculo. La reduccion de la IOP tras el tratamiento con el hexapéptido persistié durante al menos 2 h, y luego se
volvié igual a la del ojo opuesto tal como se determiné al dia siguiente. Se consiguieron estos resultados en 2
conejos. Se concluye que el tratamiento local de un ojo normal con un péptido sintético, aplicado en el saco lagrimal
inferior, y que tiene partes de la secuencia activa de la proteina antisecretora de SEQ ID NO 6, CHSKTR (SEQ ID
NO 4), reduce la IOP.

Ejemplo 9

Se ajustd el ritmo diurno de dos conejos adultos jovenes normales NZW (2,4-2,9 kg, hembras) mediante la
exposicion de los animales a la oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a
9am. De esta manera, se conocia la dinamica diurna de la IOP. Los animales anestesiados recibieron
unilateralmente 50 6 100 ug del hexapéptido sintético CHSKTR, disuelto en 100 ul de PBS con etanol al 10%,
inyectados en una posicion temporal bajo la capsula de Tenon, lo cual dio como resultado después de 30 minutos un
descenso de la IOP de 2-4 mmHg, en comparacion con la IOP del ojo opuesto, al que se habia aplicado sélo el
vehiculo al mismo tiempo. La reduccion de la IOP tras el tratamiento con el hexapéptido persistié durante al menos
2 h. La IOP resultd en ambos animales igual a la del ojo opuesto tal como se determind al dia siguiente. Se
consiguieron estos resultados en dos dias consecutivos. Se concluye que el tratamiento local de un ojo normal
mediante la inyeccién de la sustancia de prueba en el exterior del globo ocular, con un péptido sintético, que tiene
partes de la secuencia activa de la proteina antisecretora de SEQ ID NO 6, CHSKTR (SEQ ID NO 4), redujo la IOP,
sin inducir ningun efecto secundario local o sistémico.

Ejemplo de referencia 10

Se ajustd el ritmo diurno de conejos adultos jévenes normales NZW mediante la exposicion de los animales a la
oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia
la dinamica diurna de la IOP. La inyeccion intravenosa de AF-16, en cualquiera de los dos niveles de dosis, 50 6 100
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6 1000 ng/kg de peso corporal, disuelto en PBS con etanol al 10% afiadido, a conejos anestesiados, dio como
resultado después de una hora un descenso de la IOP de 2 - 3 mmHg en cada ojo, en comparacion con la IOP
medida justo antes de la inyeccion de AF-16. La reduccion de la IOP después del tratamiento con AF-16 persistio
durante al menos 2 h. No hubo una diferencia evidente entre la IOP del ojo izquierdo y derecho de estos animales.
La IOP se midi6 en cada uno de los ojos una vez mas al dia siguiente y volvié a valores cercanos a los del dia
anterior al tratamiento con AF-16. No se observaron efectos secundarios aparentes. Se concluye que una inyeccion
intravenosa de AF-16 a o bien 50, 100 o bien, de manera mas eficiente, 1.000 ug/kg de peso corporal, dio como
resultado una reduccién de la IOP, demostrable en una hora y que persistia durante varias horas y que la IOP volvio
al nivel original en un dia. Ambos ojos de los conejos tratados mostraron el mismo patréon dinamico con respecto a
los efectos de AF sobre la IOP. Se concluye que el péptido AF-16, si se administra por via intravenosa, es decir, por
via sistémica, reduce de manera eficaz la IOP, pero en un grado aceptable, sin provocar hasta ahora una IOP
anomalamente baja.

Ejemplo de referencia 11

Se ajusté el ritmo diurno de conejos adultos jovenes normales NZW mediante la exposicién de los animales a la
oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia
la dinamica diurna de la IOP. Se realiz6 la aplicacién intranasal de AF-16, 50, 100 o 1.000 ug/kg de peso corporal,
disuelto en PBS, en 3 conejos anestesiados y dio como resultado en una hora un descenso en la IOP de al menos
2 mmHg en cualquiera de los ojos, en comparacién con la IOP medida justo antes de la aplicacion de AF-16 en una
fosa nasal. La reduccion de la IOP después del tratamiento con la dosis alta de AF-1 6 persistié durante 2 y 3 h, que
fueron los periodos de tiempo investigados. No hubo diferencias entre la IOP del ojo izquierdo y derecho del mismo
animal. La IOP se midié en cada uno de los ojos una vez mas al dia siguiente y se demostré que habia vuelto hasta
aproximadamente los valores del dia anterior antes del tratamiento con AF-16. No se observaron efectos
secundarios aparentes. Se concluye que una infusion intranasal de hasta 1000 pug/kg de AF-16 dara como resultado
una reduccion de la IOP, demostrable en 1 h y que persiste durante al menos 3 h, y que la IOP volvid al nivel original
en un dia. Ambos ojos de cada conejo muestran los mismos patrones de presién. No se observaron efectos
secundarios locales o sistémicos.

Ejemplo de referencia 12

Se ajustd el ritmo diurno de conejos adultos jévenes normales NZW mediante la exposicion de los animales a la
oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, se conocia
la dinamica diurna de la IOP. Se administré a los conejos en el estbmago mientras se encontraban bajo anestesia
general 10 g de liofilizado yema de huevo enriquecida en la proteina AF (Salovum™, disueltos en zumo de naranja
comercial diluido). Esta aplicacion intragastrica de proteinas AF dio como resultado en una hora un descenso de la
IOP en cada ojo, en comparacion con la IOP medida justo antes de la aplicacion de Salovum™. No habia diferencias
entre la IOP del ojo izquierdo y derecho del animal. La IOP se midi6 en los dos ojos una vez mas al dia siguiente y
habia vuelto hasta aproximadamente los valores del dia anterior antes del tratamiento con AF-16. No se observaron
efectos secundarios aparentes. Se concluye que la ingestién oral de yema de huevo enriquecida con proteinas
antisecretoras, por ejemplo, Salovum™, dio como resultado una reduccion de la IOP, demostrable en el plazo de
aproximadamente una hora y que persiste durante unas pocas horas, y que la IOP volvié al nivel original en un dia.
Ambos ojos mostraron el mismo patron de IOP.

Ejemplo de referencia 13

Se anestesio un conejo adulto joven NZW con buftalmos leves unilaterales (globo ocular izquierdo abultado) y se
midio la IOP con ayuda de un tonémetro TonoPen®. La IOP en el ojo buftalmico era de 30-32 mmHg, mientras que
en el ojo opuesto normal era de 11 - 12 mmHg, tal como se investigd repetidas veces. Una inyeccion unilateral de 50
ng de AF-16 en 100 pl de PBS con etanol al 10% en una posicién temporal bajo la capsula de Tenon a los animales
anestesiados dio como resultado en una hora una reduccion de la IOP de 14 - 16 mmHg. La inyeccion de la misma
cantidad de AF-16 en el ojo opuesto dio como resultado un descenso de casi aproximadamente 2 mmHg, tal como
se determind con un dispositivo TonoPen®. La IOP en el ojo izquierdo buftalmico habia aumentado al dia siguiente
justo por encima de 30 mmHg, es decir, volvié a su nivel original. Una inyeccién mas de AF-16 dio como resultado
de nuevo a las 2 horas una IOP de 15 - 16 mmHg, mientras que la misma dosis de AF-16 redujo la IOP en el ojo
derecho solamente 1-2 mmHg. No se pudieron reconocerse reacciones adversas. Por tanto, se concluye que la
aplicacion local mediante inyeccion en el globo ocular disminuye transitoriamente la presion intraocular elevada en
un ojo buftalmico hasta niveles normales.

Ejemplo de referencia 14

Se ajustd el ritmo diurno de conejos adultos jovenes normales NZW mediante la exposicidon de los animales a la
oscuridad de 9 am a 9 pm mientras que la luz se mantenia encendida de 9 pm a 9 am. De esta manera, la dinamica
de la IOP se sincroniz6 con las alteraciones diurnas de la IOP. La exposicion de estos conejos a un impulso de
aceleracion de rotacion sagital, tal como se describe en una publicacion reciente en una revista cientifica médica
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internacional (Krave U, Héjer S & Hansson H.-A., European J Neuroscience, 21, 2867-2882, 2005), que se ha dado
a conocer durante la presente investigacion, dafia el ojo ademas de que provoca una lesion cerebral difusa. La
exposicion de las cabezas de conejos anestesiados a un impulso de aceleracién de rotacion sagital antero-posterior
0 a un impulso de aceleracion de rotacion sagital postero-anterior con una fuerza de hasta 200 krad/s? dio como
resultado una distorsiéon mecanica y a una carga de fuerza en el ojo. La IOP aumentdé durante los 30 minutos
siguientes hasta 35 - 40 mmHg, tal como se determiné con un tondmetro TonoPen® en animales anestesiados y
permanecio elevada durante unas pocas horas. La aplicacion de 100 pg por kg de peso corporal de AF-16 mediante
la inyeccion de una disolucién de AF-16 (100 ul de PBS con etanol al 10%) entre la capsula de Tenon vy la
esclerética de la region temporal del ojo 10-30 minutos después del impacto de aceleracién de rotacion sagital dio
como resultado una hora después el retorno de la IOP hasta niveles casi normales. La IOP en el ojo opuesto, que no
recibié nada de AF-16, se mantuvo elevada.

La exposicion de conejos a un impulso de aceleraciéon de rotacion sagital de este tipo dio como resultado grandes
alteraciones del citoesqueleto, por ejemplo, en las células nerviosas y en las células vasculares (Hamberger et al.,
2003). Lo mismo se ha demostrado previamente después de la exposicion de cerebros de cerdo a cargas de alta
energia (Suneson et al., 1990). Por consiguiente, se concluye que los cambios de la membrana, asi como las
alteraciones del citoesqueleto en las células de la malla trabecular y en el canal de Schlemm, inducidos por el
traumatismo de aceleracion de rotacién, dio lugar a la alteracion transitoria del flujo de salida del AH desde la
camara anterior, generando una IOP elevada de manera transitoria. El tratamiento local con el péptido AF-16 parece
mejorar las IOP elevadas.

Ejemplo de referencia 15

Se obliteraran unilateralmente 3 de las 4 venas epiesclerales de las ratas. De este modo, la sangre venosa del
segmento anterior del ojo operado tendra solamente una Unica vena para el flujo de salida de la sangre desde el
segmento anterior del ojo. Ese tratamiento dara como resultado en pocas semanas una |IOP elevada en el ojo
tratado. Los ojos con IOP elevada se trataran por via tépica y/o sistémica con AF-16 en PBS con el fin de determinar
si dicho tratamiento con AF-16 normalizara la IOP. Estos resultados permitiran el célculo de la tasa de formacién de
AH vy las caracteristicas del flujo de salida, haciendo por ello posible localizar el sitio de accién de AF-16 en la ruta
del flujo de AH a través del ojo.

Ejemplo de referencia 16

Se inyectaran ratas adicionales con una solucién salina hiperténica en la vena epiescleral temporal, mientras que se
bloquea transitoriamente el flujo sanguineo de las otras 3 venas epiesclerales. Ese tratamiento dara como resultado
en unas pocas semanas una IOP elevada en los ojos tratados, segun lo que se ha descrito en la bibliografia por
Morrison et al. Los ojos con una IOP elevada se trataran por via topica y/o sistémica con AF-16 en PBS con el fin de
determinar si dicho tratamiento con AF-16 normalizara la IOP. Estos resultados permitiran el calculo de la tasa de
formacion de AH y las caracteristicas del flujo de salida, haciendo por ello posible localizar el sitio de accion de AF-
16 en la ruta del flujo de AH a través del ojo.

Ejemplo de referencia 17

Se han criado determinadas cepas de roedores, algunas de ellas transgénicas, para desarrollar una presion
intraocular aumentada con una frecuencia alta. Se evaluaran en la IOP los efectos de AF-16, aplicados por via
tépica, local o sistémica. Estos resultados permitiran el calculo de la tasa de formacién de AH y las caracteristicas
del flujo de salida, haciendo por ello posible localizar el sitio de accion de AF-16 en la ruta del flujo de AH a través
del ojo. Se considera que el uso de tales animales constituye un enfoque convencional para evaluar los farmacos
destinados al tratamiento de la hipertension intraocular.

Resumen y conclusiones

Los experimentos descritos dan a conocer de forma desigual que el tratamiento con los factores antisecretores
reduce e incluso normaliza las presiones elevadas en el ojo de los mamiferos. Esto demuestra la utilidad de los
farmacos que comprenden factores antisecretores, proteinas, péptidos, homdlogos y fragmentos, en la practica
clinica para controlar la IOP elevada en pacientes con hipertension intraocular. Se demostrd experimentalmente que
el factor antisecretor AF-16 normaliza de manera eficaz la presion en los ojos con IOP elevada. Se considera que el
principal efecto que ejerce AF-16 es su capacidad para mejorar el flujo de salida del humor acuoso. Por tanto, se
concluye que se ha revelado que AF-16 disminuye y normaliza la hipertension intraocular facilitando la salida del AH
a través de las células en la malla trabecular y el canal de Schlemm.
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Lista de secuencias

<110> Lantméannen AS Faktor AB

<120> Nuevo enfoque para tratar la hipertension intraocular
<130> PD53685EP01

<160> 6

<170> FastSEQ para Windows versién 4.0

<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222>6

<223> puede reemplazarse con A

<221> VARIANTE
<222>3
<223> puede reemplazarse con Ro K

<221> VARIANTE
<222>4
<223> puede reemplazarse con L

<221> VARIANTE
<222>2
<223> puede reemplazarse por S

<400> 1

Val Cys His Ser Lys Thr Arg Ser Asn Pro Glu Asn Asn Val Gly Leu

1 5 10

<210>2

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222>7

<223> puede reemplazarse por A

<221> VARIANTE
<222> 4
<223> puede reemplazarse por R o K

<221> VARIANTE
<222>5
<223> puede reemplazarse por L

<221> VARIANTE
<222>3
<223> puede reemplazarse por S

<400> 2
Ile Val Cys His Ser Lys Thr Arg
1 5

<210> 3
<<211>7

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2773945 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222>6

<223> puede reemplazarse por A

<221> VARIANTE
<222>3
<223> puede reemplazarse por R o K

<221> VARIANTE
<222>4
<223> puede reemplazarse por L

<221> VARIANTE
<222>2
<223> puede reemplazarse por S

<400> 3
val Cys His Ser Lys Thr Arg
i 5

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222>5

<223> puede reemplazarse por A

<221> VARIANTE
<222>2
<223> puede reemplazarse por R o K

<221> VARIANTE
<222>3
<223> puede reemplazarse por L

<221> VARIANTE
<222>1
<223> puede reemplazarse por S

<400> 4
Cys His Ser Lys Thr Arg
1 5

<210>5

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222>1

<223> puede reemplazarse por R o K

<221> VARIANTE
<222>2
<223> puede reemplazarse por L

<221> VARIANTE
<222>4
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<223> puede reemplazarse por A

<400> 5
His Ser Lys Thr Arg

1

<210>6
<211> 382

<212> PRT

<213> humano

<400> 6
Met Val Leu

1
Arg

Val
Val
Thr
65
Lys
Leu
Val
Lys
Glu
145
Asn
Pro
Gly
Asp
Glu
225
Ser
Asp
Gly
Ala
‘Ala
305
Glu
Val

Asn

Thr

Asn
Asn
Gly
50
Pro
Gly
Lys
Gly
Arg
130
Glu
Gly
Ser
Gly
Pro
210
Glu
Ala
Ala
Leu
Met
290
Asp
Glu
Leu

Ala

Arg
370

Gly
Tle
35

Leu
Asp
Lys
His
Ser

115
Leu

Glu
Lys
Leu
Ala
195
Ser
Gln
Ala
Leu
Proc
275
Gln
Ile
Asp
Glu
Met

355
Arg

Glu
Asp
Val
Ile
Thr
Ile
Arg
100
Pro
Lys
Val
Asp
Ala
180
Met
Ala
Arg
Glu
Leu
260
Asp
Met
Asp
Asp
Asn
340

Gly

Arg

5

Ser
Phe
Cys
Thr
Gly
Thr
85
Gln
Val
Lys
Asn
Gly
165
Asp
Leu
Asp
His
Ala
245
Lys
Leu
Ser
Ala
Tyr
325
Leu

Ser

Lys

Thr
Leu
His
Leu
Arg
70

Phe
Gly

Glu

Glu

Thr
150
Thr
Ala
Gly
Pro
Ala
230
Gly
Met
Ser
Leu
Ser
310
Asp
Pro

Leu

Thr

Met
Pro
Ser
Ala
55

Ile
Cys
Lys
Asp
Lys
135
Glu
Gly
Leu
Leu
Glu
215
Gly
Ile
Thr
Ser
Gln
295
Ser
Val
Gly

Pro

Arg
375
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val
Thr
Lys
40

Asn
Leu
Thr
Asn
Asn

120
Val

Lys
Ser
Ile
Gly
200
Leu
Gly
Ala
Ile
Met
280
Gly
Ala
Met
Val
Pro

360
Ser

Cys
Arg
25

Thr
Asp
Ser
Gly
His
105
Glu

Asn

Leu
His
Ser
185
Ala
Ala
Gly
Thr
Ser
265
Thr
Ala
Met
Gln
Asp
345
Arg

Glu

Val
10

Leu
Arg
Cys
Lys
Tle
90

Lys
Lys
Val
Thr
Leu
170
Ser
Ser
Leu
Ala
Thr
250
Gln
Glu
Glu
Asp
Asp
330
Fro

Pro

Thr

Asp
Gln
Ser
Glu
Leu
75
Arg
Met
Asp
Asp
Ala
155
Val
Pro
Asp
Ala
Arg
235
Gly
Gln
Glu
Phe
Thr
315
Pro
Asn

Pro

Gly

16

Asn
Ala
Asn
Val
60

His
Val
Arg

Leu

Tle

140
Phe

Thr
Tle
Phe
Leu
220
Arg
Thr
Glu
Gilu
Gly
300
Ser
Glu
Asn

Brg

Gly
380

Ser
Gln
Pro
45

Leu
Thr
Ala
Ile
Val

125
Tle

Val
Val
Leu
Glu
205
Arg
Ala
Glu
Phe
Gln
285
Gln
Glu
Phe
Glu
Thr

365
Lys

Glu
Gln
30
Glu
Thr
Val
His
Ile
110
Lys
Asn
Asn
Pro
Ala
190
Phe
Val
Ala
AsSp
Gly
270
Ile
Ala
Pro
Leu
Ala
350
Ala

Gly

Tyr
15

Asp
Asn
Thr
Gln
Leu
95

Ala

Leu

Phe

Thr
Pro
175
Gly
Gly
Ser
Arg
Ser
255
Arg
Ala
Glu
Ala
Gln
335

Jle

Arg

Met
Ala
Asn
Leu
Pro
80
Ala
Phe
Ala
Gly
Leu
160
Gly
Glu
Val
Met
Ala
240
Asp
Thr
Tyr
Ser
Lys
320
Ser

Arqg

Arg
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REIVINDICACIONES

Péptido que consiste en SEQ ID NO 4, que tiene actividad antisecretora, y/o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Péptido segun la reivindicacion 1, en el que dicho péptido se aisla de una fuente que se produce de manera
natural de factores antisecretores, o es un péptido recombinante o sintetizado quimicamente.

Péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, comprendiendo dicho péptido ademas un grupo
del extremo N-terminal, tal como un acetilo, y/o un grupo protector del extremo C-terminal, tal como una
amida.

Composicion farmacéutica que comprende un péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, que comprende ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, que se formula para
administracion topica, intraocular, intranasal, oral, subcutanea, cutanea, mucosa y/o sistémica.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en la que la composicién
farmacéutica se formula para administracion tépica al ojo.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en la que la composicion
farmacéutica se formula para administracion como un pulverizador, un aerosol, mediante un nebulizador o
mediante un inhalador.

Composicion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en la que la composicién
farmacéutica se adapta para administracion por via sistémica a la sangre a una dosis de aplicacion de
0,1 ug a 10 mg por kg de peso corporal y dia, preferiblemente 1-1000 ug por kg de peso corporal y dia.

Composicion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en la que la composicién
farmacéutica se adapta para administracion topica al ojo a una dosis de 0,1 ug a 10 mg por aplicacion,
preferiblemente 50-1000 ng, al dia.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en la que la composicién
farmacéutica se adapta para administraciéon una o mas veces al dia.

Péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o composicién farmacéutica segun una
cualquiera de las reivindicaciones 4-11, para uso médico.

Péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o composicion farmacéutica segun una

cualquiera de las reivindicaciones 4-11, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la hipertension
intraocular.
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Fig. 1b
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