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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para el tratamiento de la inflamacién y el dolor ocular

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de los Estados Unidos copendiente
num. 61/906,694 presentada el 20 de noviembre de 2013.

Campo de la divulgacion

La divulgacion proporciona composiciones para tratar el dolor y la inflamacion ocular.
Antecedentes

Existe la necesidad de nuevos tratamientos para el dolor y la inflamacién. Los agentes actuales son inadecuados y
pueden provocar efectos secundarios inaceptables. Ademas, la creciente preocupacion sobre el potencial de
adiccion con el tratamiento del dolor con opioides apoya aun mas la necesidad de nuevas terapias contra el dolor.
En particular, existe una necesidad de nuevos productos para el tratamiento del dolor y la inflamacién neuropatica
ocular (por ejemplo, uveitis).

Los cannabinoides se han usado para el tratamiento sistémico del dolor y la inflamacion. Todos los cannabinoides
vendidos actualmente para uso humano también exhiben los efectos del receptor cannabinoides tipo 1 (CB1) que
estan asociados con, por ejemplo, hipotermia, catalepsia, hipolocomocion y efectos psicoactivos, por lo que estos
agentes estan asociados con sedacion y otros efectos que pueden limitar, por ejemplo, la dosificacion sistémica.

CBD-DMH, como su molécula original, el cannabidiol (CBD), no es psicotrépico y exhibe efectos analgésicos y
antiinflamatorios en modelos animales. Sin embargo, se informa que CBD-DMH es mas de 10 veces mas potente
que CBD. La estructura de CBD y CBD-DMH se ha descrito previamente (Mechoulam y otros, 2002; Fride y otros,
2004).

HU-308 es un compuesto cannabinoide sintético que se une y activa especificamente el receptor CB2 (Hanus 1999).
Un derivado enantiomérico de HU-308, llamado HU-433, también es un agonista de CB2. Se ha demostrado que
HU-433 tiene una potencia de 2-3 6rdenes de magnitud mayor en ambos sistemas in vitro e in vivo. No muestra
psicoactividad. Las estructuras quimicas de HU-308 y HU-433 se describieron previamente en la publicaciéon PCT
ndam. WO 2010/041253.

Sin limitarse a la teoria, la sinergia del cannabis surge de los efectos de la combinacién constituyente (Berenbaum
1989; McPartland y Russo 2001; Russo 2011). Esto puede ocurrir a través de varios mecanismos que incluyen, pero
sin limitarse a: efectos a multiples dianas (agonismo o antagonismo del receptor, antioxidante, modulacién de la
sintesis 0 metabolismo endocannabinoide enddgeno, etc.), propiedades farmacocinéticas mejoradas de los
compuestos a través de la modulacion de la solubilidad, biodisponibilidad, asi como la posible actividad
bacteriostatica (Wagner y Ulrich-Merzenich 2009; Russo 2011).

La sinergia del CBD con otros fitocannabinoides y terpenoides del Cannabis se ha informado especificamente con
respecto al tratamiento de la inflamacion y el dolor (Russo, 2011).

Las enfermedades oculares inflamatorias representan un desafio particular debido al dolor y al riesgo de ceguera.
Las condiciones abarcan la inflamacion intraocular (por ejemplo, uveitis, uveorretinitis, vitreorretinopatia proliferativa)
asi como la inflamacién extraocular, que incluye la inflamacion de la cérnea y la neuropatologia. Colectivamente, la
inflamacion ocular contribuye significativamente a la incidencia global de la enfermedad ocular cegadora y puede ser
una afeccioén debilitante con una alta carga médica y econdmica para las poblaciones.

Dolor neuropético

El dolor neuropatico se genera por una patologia en el sistema nervioso periférico o central. Una gran cantidad de
trastornos puede dar lugar a dolor neuropatico. Esto puede variar desde nervios que se cortan (trauma o cirugia) o
son dafiados por virus, lesion isquémica y metabdlica o trastornos genéticos complejos, por nombrar algunos. El
dolor neuropatico puede surgir del dafio local a los tejidos neurales asi como a los tejidos alejados del trauma inicial
y también puede surgir como resultado de una enfermedad inflamatoria crénica. EI manejo farmacolégico es una de
las opciones de tratamiento del dolor mas usadas, pero los resultados son pobres donde muchos pacientes obtienen
un alivio inadecuado con los agentes disponibles actualmente. Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos agentes
para el tratamiento del dolor neuropatico. El dolor neuropatico puede afectar cualquier parte del cuerpo incluido el
ojo para el que actualmente no existen tratamientos adecuados.

Inflamacién y dolor intraocular
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La uveitis es un término usado para describir cualquier inflamacién intraocular dentro del ojo desde la Uvea (iris,
cuerpo ciliar y coroides) hasta la esclera, la retina y el nervio éptico. Esta implica afecciones tanto infecciosas como
no infecciosas, que pueden localizarse dentro del ojo o asociarse con enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias
sistémicas, incluidas la artritis reactiva y la esclerosis multiple. La forma mas comudn de uveitis, la uveitis anterior,
con inflamacién del iris y el cuerpo ciliar, se asocia ademas con un dolor considerable y fotofobia (Jabs, Nussenblatt
y otros 2005; Lee y Dick 2012). La uveitis no tratada puede conducir a la pérdida permanente de la vision. La uveitis
grave se trata agresivamente para mitigar el dafio provocado por la inflamacion. Sin embargo, los agentes
actualmente utilizados, incluidos los corticosteroides "estandar de oro", los antimetabolitos, los modificadores de la
respuesta bioldgica y los agentes antiinflamatorios no esteroideos, provocan efectos secundarios significativos y, en
algunos casos, costos crecientes (es decir, biolégicos). La busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios e
inmunomoduladores eficaces, seguros y/o rentables, adecuados para uso agudo y crénico, ya sea como Unicos
tratamientos o en combinacion, y suministrados localmente al ojo, es una prioridad para el tratamiento futuro de la
inflamacidn ocular para prevenir la pérdida de vision.

Inflamacion y dolor extraocular

La hiperalgesia neuropatica corneal implica un sistema de dolor corneal disfuncional y se asocia con una molestia
significativa y una mayor sensibilidad persistente de la cérnea (sensibilizacion periférica) en ausencia de trauma
manifiesto o estimulos nocivos (revisado en Belmonte y otros, 2004; Rosenthal & Borsook, 2012; Rosenthal y otros,
2009). La excitacion continua de los nervios corneales, después del dafio o la irritacién corneales, produce la
liberacion de neuropéptidos y mediadores inflamatorios que aumentan la reaccion inflamatoria (inflamacion
neurogénica) que conduce a la hiperalgesia. Se informa hipersensibilidad corneal, neuroinflamacion, dolor y fotofobia
en pacientes después de cirugia refractiva y exposicion quimica/toxica, incluido el uso repetitivo de gotas para los
ojos conservadas con cloruro de benzalconio. El dolor neuropatico corneal también es una caracteristica patogénica
central de los trastornos oculares que se denominan colectivamente 0jo seco, e incluyen causas inmunolégicas no
infecciosas tales como el sindrome de Sjogren y el lupus sistémico, asi como infecciones con Herpes Zoster
(revisado en Rosenthal & Borsook, 2012; Yawn y otros, 2013). Hasta el 20 % de los adultos de 45 afios o mas se
ven afectados por la enfermedad del ojo seco que representa un importante problema de salud con importantes
implicaciones econdmicas y sociales (revisado en Friedman, 2013; Pflugfelder, 2008). En muchos casos la
enfermedad del ojo seco es refractaria al tratamiento y carece de una asociacion clara entre sintomas y signos. Por
ejemplo, si bien la hiperalgesia corneal inflamatoria, como resultado de la desecacién de la superficie ocular (ojo
seco por evaporacion), es la forma mas comun de hiperalgesia corneal, muchos pacientes que informan sintomas de
0jo seco no muestran signos de ojos secos (lagrimas reducidas), o erosiones corneales superficiales. En contraste,
hay otros que tienen una cantidad y calidad de lagrimas insuficientes que son asintomaticos. Ademas, la enfermedad
neuropatica a veces puede preceder a las alteraciones en la dinamica de la pelicula lagrimal (Rosenthal & Borsook,
2012; Rosenthal y otros, 2009).

Los agentes actuales prescritos para el dolor neuropatico corneal incluyen una amplia variedad de diferentes
compuestos tales como pero sin limitarse a, opioides, farmacos antiinflamatorios no esteroideos, bloqueadores de
los canales de sodio (anestésicos locales), anticonvulsivos, antidepresivos triciclicos y agentes GABAérgicos. Sin
embargo, la farmacoterapia actual sigue siendo inadecuada y la naturaleza compleja del dolor neuropatico corneal
se destaca por el hecho de que ningun tratamiento conocido parece ser efectivo para controlar los sintomas.
Ademas, los efectos secundarios indeseables de muchos agentes recetados actualmente limitan la ventana
terapéutica para el tratamiento. El dolor neuropatico inflamatorio corneal, por lo tanto, representa una necesidad
terapéutica no satisfecha significativa (Rosenthal y Borsook, 2012; Rosenthal y otros, 2009).

El CBD, o CBD en combinacién con otros moduladores del sistema endocannabinoide, ha demostrado su eficacia
clinica y preclinica en el tratamiento del dolor neuropatico resultante de una lesion y enfermedad nerviosa (Hsieh y
otros, 2011; Ward y otros, 2011; revisado en Rahn y Hohmann 2009; Hohman y Suplita, 2006).

Sumario

La invencién esta limitada a las reivindicaciones adjuntas. La presente divulgacion proporciona agentes
antiinflamatorios e inmunomoduladores, adecuados para uso agudo y crénico, ya sea como tratamientos unicos o en
combinacién, y para suministro local al ojo. Los agentes se usan opcionalmente para el tratamiento (incluida la
prevencion) de la inflamacién ocular opcionalmente para prevenir el dolor y la pérdida de vision asociados.

Los cannabinoides, tal como el agonista de CB2, HU-308, CBD y HU-433 poseen propiedades antiinflamatorias. La
presente divulgacion proporciona procedimientos para administrar ocularmente tales compuestos para reducir la
inflamacion y el dolor ocular en un sujeto. Los fitocannabinoides no psicotrépicos (por ejemplo, B-cariofileno,
cannabidiol [CBD]) y los cannabinoides sintéticos (por ejemplo, HU-433, HU-308, CBD-DMH) son utiles ocularmente
para el tratamiento de la inflamacion y el dolor neuropético ocular. Sin unirse a la teoria, estos productos estan
dirigidos al sistema endocannabinoide (ECS). EI ECS es una red compleja y sofisticada que forma parte de la red del
dolor y de defensa inmunoldgica del cuerpo. Existen dos tipos principales de receptores en el ECS. Estos son los
receptores CB1 y CB2 respectivamente. Los receptores CB2 se encuentran principalmente en los tejidos periféricos
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(por ejemplo, piel, ojos, esqueleto, visceras) y en las células gliales neurales (células de defensa inmunitaria del
cerebro). EI ECS es una diana util emergente para tratar el dolor y la inflamacion.

En consecuencia, la presente invencion incluye el tratamiento de la inflamacién ocular o el dolor neuropatico ocular
en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar ocularmente al sujeto un agente cannabimimético en el que
el agente cannabimimético es CBD-DMH.

En una realizacion, al sujeto se le administra ademas un agonista de CB2 y un agente agonista parcial de CB2, en el
que el agente agonista de CB2 es HU-433, HU-308 o B-cariofileno; el agente agonista parcial de CB2 es CBD. En
una realizacién adicional de la presente divulgacion, al sujeto se le administra CBD-DMH por via ocular.

Una realizacién de la presente invencion es el tratamiento de la inflamacion ocular. En una realizacion, la inflamacion
ocular es provocada por una enfermedad ocular. En otra realizacion, la enfermedad ocular provoca inflamacion
intraocular. Opcionalmente, la enfermedad ocular es uveitis, uveorretinitis o vitreorretinopatia proliferativa. En otra
realizacién, la enfermedad ocular provoca inflamacion extraocular. Opcionalmente, la enfermedad ocular es
inflamacioén o neuropatologia corneal.

En una realizacion de la presente divulgacion, el sujeto tiene una enfermedad ocular que provoca dolor y pérdida de
vision, y el agente reduce el dolor y/o reduce la pérdida de vision.

En otra realizacién de la presente divulgacion, es el tratamiento del dolor neuropatico ocular. En una realizacion, el
dolor neuropatico ocular es dolor neuropatico ocular visceral.

En una realizacién, el sujeto es un mamifero, opcionalmente un ser humano.

La presente divulgacion también incluye una composicién farmacéutica ocular que comprende un agente dirigido a
CB2, un agente cannabimimético o una combinacién de estos y un portador adecuado para la administracién ocular
a un ojo, opcionalmente en el que el agente cannabimimético es un agente cannabimimético no psicotropico.

En una realizacion, la composicion comprende ademas un agonista de CB2 y un agente agonista parcial de CB2, en
la que el agente agonista de CB2 es HU-433, HU-308 o B-cariofileno y el agente agonista parcial de CB2 es CBD.
En una realizacion adicional de la presente divulgacion, la composicion comprende CBD-DMH.

En una realizacion, el portador comprende un liposoma. En otra realizacién, el portador comprende una formulacion
de emulsion de aceite en agua.

La presente divulgacion también incluye el tratamiento de la inflamacién ocular o el dolor neuropatico ocular en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar CBD-DMH al sujeto que lo necesita.

En una realizacién, el dolor neuropatico es dolor neuropatico ocular visceral.

En una realizacién, la inflamacién es provocada por el sujeto que tiene una enfermedad ocular. En una realizacion,
la enfermedad ocular provoca inflamacion intraocular. En otra realizacion, la enfermedad ocular provoca inflamacion
extraocular. Aun en otra realizacion, la enfermedad ocular provoca dolor y pérdida de vision, y el agente reduce el
dolor y/o reduce la pérdida de vision.

En una realizacion, la enfermedad ocular es uveitis, uveorretinitis o vitreorretinopatia proliferativa. En otra
realizacion, la enfermedad ocular es inflamacion corneal o neuropatologia.

En una realizacion, el agente agonista de CB2 se suministra localmente al ojo.
En una realizacion, el sujeto es un mamifero, opcionalmente un ser humano.

La presente divulgacion también incluye una composicién farmacéutica ocular que comprende un agente agonista
de CB2 y un portador adecuado para la administracion al ojo.

En una realizacién, el portador comprende un liposoma, opcionalmente un liposoma de ciclodextrina.

Breve descripcion de los dibujos

La divulgacion se describira ahora en relacion con los dibujos en los que:
La Figura 1 muestra imagenes representativas de microscopia intravital (IVM) de microcirculacion iridial en ojo de
rata que muestra leucocitos adherentes a las 6 horas después de la inyeccion intravitrea de: (A) solucion salina y
(B) lipopolisacarido (LPS). Barra de escala = 100 ym. Las flechas indican leucocitos adherentes.
La Figura 2 muestra imagenes representativas de microscopia intravital en ojo de rata que muestran leucocitos
adherentes a las 6 horas después de la inyeccion intravitrea de (A) LPS; y (B) LPS + HU-433 (0,1 mg-kg™) que
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muestran que la administracion de HU-433 mejora los efectos de LPS demostrados por los pocos leucocitos
adherentes. Las flechas blancas en la Figura 1A indican leucocitos adherentes.

La Figura 3 es un grafico de barras de la respuesta a dosis para la administracién i.v. (0,001-1 mg/kg) del
agonista de cannabinoides, HU-433, sobre la adhesién de leucocitos en vénulas iridiales en animales control y
tratados con LPS (n = 3-7 por grupo). Los valores se representan como nimero de leucocitos adherentes/mm?
de endotelio y se muestran como media +SEM. P<0,01 para dosis de HU-433 de 0,1 mg/kg.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra la disminucion porcentual promedio de la adhesién de leucocitos
al endotelio después de la inyeccioén intravitrea de LPS en presencia de varias dosis del agonista del receptor
CB2, HU-433, administradas i.v. a dosis de 0,01-1 mg/kg en comparacién con tratamiento de LPS solo (n =3 -7
por grupo). Los valores representan las medias.

La Figura 5 muestra imagenes fijas representativas de la microscopia intravital de la microcirculacién iridial en
ojos CD1 a las 5 horas después de la inyeccion intravitrea de LPS en los siguientes grupos: (A) control (inyeccion
de solucién salina); (B) inyeccion de LPS + control de vehiculo (solucién salina + DMSO); (C) LPS + CBD-DMH; y
(D) una imagen de un ojo de control con el aumento mas bajo. Las flechas indican leucocitos adherentes. Barra
de escala = 100 pm.

La Figura 6 muestra un grafico de barras de las mediciones de IVM que examinan el nimero medio de leucocitos
adherentes para los grupos de la Figura 5: Control (n = 5), LPS + vehiculo (n = 4), LPS + CBD-DMH (n = 4). **
P<0,01 en comparacién con el grupo de LPS + vehiculo. *** P<0,001 en comparacion con el grupo de LPS +
vehiculo. Los valores representan la media £+ SEM.

La Figura 7 muestra los resultados de la evaluacién de la retinopatia proliferativa (PVR) en ratones C57BIk6
inyectados con dispasa (0,2 U; 2 pl) y tratados con inyecciones ip diarias (7 dias) de ligandos de cannabinoides:
Vehiculo, CBD-DMH (10 mg/kg), CBD (10 mg/kg) y CBD (10 mg/kg) + B-Cariofileno (BC; 20 mg/kg). (A)
Evaluacion clinica de PVR. La gravedad de la PVR se determiné en una escala de 0-5, con 0 (sin enfermedad) a
5 (ojo completamente regenerado). (B) La puntuacion histopatolégica en ratones con PVR (o de control) se
evalué mediante la tincién con H&E y se evalud con el sistema de puntuacion de 0 (sin enfermedad) a 4 (tejido
ocular gravemente dafiado). La evaluacion se basé en el grado de dafio retiniano, la infiltracién de células
inflamatorias, la presencia/ausencia de exudados y la formaciéon de granulomas. (C) Recuento promedio de
microglias (MG) por seccion retiniana/animal. Los datos se muestran como media + SEM *P<0,05.

La Figura 8 muestra imagenes representativas de la tincion con Iba1 de microglia activada para ratones C57BIk6
inyectados con dispasa (0,2 U; 2 ul) y tratados con inyecciones ip diarias (7 dias) de ligandos de cannabinoides:
imagen superior izquierda: Control + Vehiculo; imagen superior derecha: PVR + Vehiculo; imagen inferior
izquierda: PVR + CBD-DMH; e imagen inferior derecha: PVR + CBD + BC.

La Figura 9 es un grafico que compara el numero de parpadeos con una aplicacion tépica ocular de capsaicina 1
MM para cauterizado frente a simulacién. EI aumento del parpadeo en el ojo cauterizado indica un mayor nivel de
dolor.

La Figura 10 muestra graficos que muestran que la cauterizaciéon quimica provoca hipersensibilidad de la cérnea
a la capsaicina: (A) Numero medio de parpadeos registrados durante 1 minuto después de la aplicacion tépica
ocular Unica de capsaicina 1 yM. El ojo cauterizado mostré un aumento estadisticamente significativo en los
parpadeos en comparacion con el control simulado (n=6, p<0,05); y (B) Los datos de la Figura 10A se graficaron
como puntos individuales para demostrar la hipersensibilizacién corneal.

La Figura 11 es un grafico de resultados que muestra que el tratamiento tépico ocular con CBD-DMH al 5 %
reduce la hipersensibilidad de un modo comparable al AINE tépico ocular. Niumero medio de parpadeos
registrados durante 1 minuto después de una sola aplicacion tépica ocular de capsaicina 1 yM. El ojo cauterizado
se traté con 3 dosis de vehiculo, CBD-DMH al 5 % o AINE tépico (suspension oftalmica de Napafenac al 0,1 %).
La Figura 12 es un grafico de resultados que muestra que el tratamiento tépico ocular con CBD-DMH al 5 %
elimina la hipersensibilidad de la cérnea producida por la cauterizacién quimica. Numero medio de parpadeos
registrados durante 1 minuto después de la aplicacion tépica ocular Unica de capsaicina 1 uM. El ojo cauterizado
tratado con 3 dosis de CBD-DMH al 5 % elimind la hipersensibilidad a la capsaicina (n=8, p>0,05).

La Figura 13 muestra graficos que muestran los resultados de estudios in vitro de CBD y CBD-DMH: A: Las
células HEK 293A transfectadas transitoriamente con hCB2 se trataron con 0,001 - 10 yM del compuesto
indicado + CBD-DMH o CBD 1 uM durante 10 minutos. Después de 10 minutos de tratamiento, las células se
fijaron con paraformaldehido al 4 % y se usaron en ensayos de transferencia In-cell™ para la deteccién de
quinasa regulada por sefial extracelular fosforilada y total (ERK) de acuerdo con los procedimientos descritos en
Laprairie y otros, (2014 J Biol Chem); B: Las células HEK 293A transfectadas transitoriamente con hCB2 se
trataron con 0,001 - 10 yM del compuesto indicado + CBD-DMH o CBD 1 pyM durante 10 minutos. Después de 10
minutos de tratamiento, las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se usaron en ensayos de
transferencia In-cell™ para la deteccion de PLCR3 fosforilado y total de acuerdo con los procedimientos descritos
en Laprairie y otros, (2014 J Biol Chem); C: Las células reporteras HEK-CRE que expresan establemente
luciferasa de luciérnaga bajo el control regulador de un promotor que contiene elementos de respuesta a AMPc
en serie y transfectadas transitoriamente con hCB2 se trataron con forskolina 10 uM durante 30 minutos seguido
de 0,001 - 10 yM del compuesto indicado + CBD-DMH o CBD 1 uM durante 30 minutos adicionales. Después de
30 minutos de tratamiento, las células se lisaron y se midid la actividad de AMPc a 405 nm (RLU, unidades de luz
relativas). Las curvas de concentracion frente a respuesta se ajustaron mediante analisis de regresion no lineal
(GraphPad Prism, version 5.0). Los datos se muestran como la media + S.E.M de 4 experimentos
independientes.
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Descripcion detallada

La divulgacién se refiere al uso de un agente dirigido a CB2, un agente cannabimimético o una combinacién de
estos, opcionalmente un agente cannabimimético no psicotrépico para el tratamiento de la inflamacién ocular o dolor
neuropatico ocular en un sujeto. Por ejemplo, la divulgacion proporciona el tratamiento de la inflamacién ocular o
dolor neuropatico ocular en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar ocularmente al sujeto que lo
necesita un agente dirigido a CB2 o un agente cannabimimético, opcionalmente un agente cannabimimético no
psicotréopico. El agente es opcionalmente un cannabinoide, tal como un cannabinoide no psicotrépico o un
cannabinoide sintético. En ciertas realizaciones, el fitocannabinoide no psicotrépico es un fitocannabinoide tal como
B-cariofileno o cannabidiol [CBD] y el cannabinoide sintético es HU-433, HU-308 o CBD-DMH. Una combinacion de
dos o mas de los anteriores también puede usarse para el tratamiento. El agente dirigido a CB2 es opcionalmente un
agente agonista de CB2, un agente agonista parcial de CB2 o un modulador alostérico positivo de CB2. La
divulgacion también proporciona composiciones farmacéuticas oculares que contienen los agentes dirigidos a CB2
y/o agentes cannabimiméticos tales como agentes cannabimiméticos no psicotrépicos.

|. Definiciones

El término "HU-433" como se usa en la presente memoria se refiere a un agonista cannabinoide sintético de la
estructura quimica:

CH,OH

6 OCH,4

H3CO C(CH3),CgH13
en el que las configuraciones CIP de las posiciones marcadas "3", "4" y "6" en la estructura quimica anterior son R,
Ry R, respectivamente.

El término "HU-308" como se usa en la presente memoria se refiere a un agonista cannabinoide sintético de la
estructura quimica:

CH,OH

6 OCHj,

H3CO C(CH3)2CeH13.

en el que las configuraciones CIP de las posiciones marcadas "3", "4" y "6" en la estructura quimica anterior son S, S
y S, respectivamente.

Los términos "cannabidiol" o "CBD", como se usan en la presente memoria se refieren a un fitocannabinoide no
psicotrépico de la estructura quimica:
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HO

ﬁOH

El término "CBD-DMH", como se usa en la presente memoria se refiere a un cannabinoide sintético de la estructura
quimica:

\\\\\\\

HO

Los términos "B-cariofileno", "Bc" o "Beta-C" como se usan en la presente memoria se refieren a un fitocannabinoide
no psicotrépico de la estructura quimica:

H

7

1Y)

En realizaciones de la presente divulgacion, los compuestos descritos en la presente memoria tienen al menos un
centro asimétrico. Cuando los compuestos poseen mas de un centro asimétrico, pueden existir como
diasteredmeros. Debe entenderse ademas que, si bien la estereoquimica de los compuestos puede ser como se
muestra en cualquier compuesto dado en la presente memoria, tales compuestos también pueden contener ciertas
cantidades (por ejemplo, menos del 20 %, opcionalmente menos del 10 %, opcionalmente menos del 5 %,
opcionalmente menos del 1 %) de compuestos que tienen estereoquimica alternativa. Se apreciard que, por
ejemplo, se conoce que (+)-CBD y (+)-CBD modificados son psicoactivos; es decir, pueden unirse al receptor CB1.

El término "sujeto" como se usa en la presente memoria incluye todos los miembros del reino animal, incluidos los
mamiferos, y se refiere adecuadamente a los seres humanos.

Il. Composiciones farmacéuticas

La presente divulgacion incluye una composicion que comprende un agente dirigido a CB2 y/o un agente
cannabimimético tal como un agente cannabimimético no psicotropico. Tales agentes se formulan adecuadamente
en composiciones farmacéuticas oculares para la administracion ocular a sujetos en una forma biolégicamente
compatible adecuada para la administracién ocular a un ojo.

Por ejemplo, se determinan el perfil de solubilidad, el coeficiente de particion, el perfil de velocidad de pH, pKa, la
estabilidad en disolventes farmacéuticos, la interaccion farmaco-excipiente y el efecto de la humedad, la
temperatura, la luz y el oxigeno en un agente tal como Beta-C, CBD, CBD-DMH u otros CBD modificados.
Opcionalmente, todos los excipientes usados en la formulacién son "Generalmente considerados como seguros”
(GRAS) y estan aprobados por la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) y Health Canada para el
suministro ocular. También se determinan la caracterizacion biofarmacéutica, el desarrollo, la optimizacion y la
validacion de procedimientos analiticos. En consecuencia, la presente divulgacion incluye una composicién
farmacéutica ocular que comprende un agente dirigido a CB2, un agente cannabimimético (tal como un agente
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cannabimimético no psicotrépico) o una combinacién de estos y un portador adecuado para la administracion ocular
aun ojo.

La seleccion de un agente adecuado tal como un fitocannabinoide no psicotrépico y/o un derivado de cannabinoide
sintético para su uso en las composiciones de la divulgacién puede realizarla un experto en la técnica.

Por ejemplo, tanto el CBD como el B-cariofileno son utiles como agentes para tratar el dolor y la inflamacion; carecen
de psicoactividad y tienen un amplio margen de seguridad. También es util para tratar el dolor y la inflamacion el
derivado de CBD, dimetilheptilo de CBD (CBD-DMH), un analogo de CBD (también denominado a veces en la
presente memoria como un ejemplo de "CBD modificado"). El cannabinoide sintético HU-308 ha demostrado una
accion antiinflamatoria Gtil en modelos preclinicos de uveitis y vitreorretinopatia proliferativa y en endotoxemia
experimental, donde disminuye la adherencia de leucocitos intestinales, mejora la perfusion capilar intestinal, reduce
la liberacion de citocinas proinflamatorias y reduce los niveles de solubilidad de las moléculas de adhesion.

Los inventores han obtenido reduccién de la inflamacién en modelos experimentales de inflamacién y dolor ocular.
HU-433 es mas potente que HU-308 para reducir la inflamacién ocular en la uveitis experimental asi como para
mitigar la inflamacién en modelos experimentales de sepsis. Los modelos de dolor neuropatico y afecciones
inflamatorias dolorosas del ojo se prueban para demostrar una actividad anti-dolor y antiinflamatoria util de HU-433.

Un experto en la técnica apreciard que ciertos agentes pueden estar comprendidos tanto en el término "agente
dirigido a CB2" como en el término "agente cannabimimético", ya que esos términos se usan en la presente
memoria. Por ejemplo, CBD-DMH es un modulador alostérico positivo de CB2 que es un ejemplo de un agente
dirigido a CB2 como se usa ese término en la presente memoria. CBD-DMH también es un ejemplo de un agente
cannabimimético, ya que ese término se usa en la presente memoria.

En una realizacién de la presente divulgacion, el agente activo en la composicidon farmacéutica ocular es un agente
dirigido a CB2. Como se usa en la presente memoria, el término "agente dirigido a CB2" se refiere a un agente que
se une, activa y/o aumenta la activacion del receptor CB2. Opcionalmente, el agente dirigido a CB2 es un agente
agonista de CB2, un agente agonista parcial de CB2, un modulador alostérico positivo de CB2 o una combinacion de
estos. Un experto en la técnica apreciara que el término "CB2" como se usa en la presente memoria en términos
tales como "agente dirigido a CB2", "agente agonista de CB2", "agente agonista parcial de CB2", "modulador
alostérico positivo de CB2" y similar se refiere al receptor CB2.

Por ejemplo, el agente agonista de CB2 puede ser HU-433, HU-308 o B-cariofileno. Por ejemplo, el agente agonista
parcial de CB2 puede ser CBD. Por ejemplo, el modulador alostérico positivo de CB2 puede ser CBD-DMH.

En una realizacion, el agente dirigido a CB2 o el agente cannabimimético (tal como un agente cannabimimético no
psicotropico) es un cannabinoide. En otra realizacion, el cannabinoide es un cannabinoide no psicotrépico. Por
ejemplo, el cannabinoide no psicotropico puede ser un fitocannabinoide, un cannabinoide sintético o una
combinacion de estos.

En una realizacion de la presente divulgacion, el fitocannabinoide es B-cariofileno, cannabidiol o una combinacion de
estos. Por ejemplo, el fitocannabinoide puede ser [B-cariofileno. Por ejemplo, el fitocannabinoide puede ser
cannabidiol. Por ejemplo, el fitocannabinoide puede ser una combinacion de B-cariofileno y cannabidiol.

En otra realizacién de la presente divulgacion, el cannabinoide sintético es HU-433, HU-308, un CBD modificado (tal
como CBD-DMH) o combinaciones de estos. Por ejemplo, el cannabinoide sintético puede ser HU-433. Por ejemplo,
el cannabinoide sintético puede ser HU-308. Por ejemplo, el cannabinoide sintético puede ser un CBD modificado tal
como CBD-DMH u otro cannabinoide sintético que sea un CBD modificado con actividad comparable a CBD-DMH.
En una realizacién, el CBD modificado es CBD-DMH. En otra realizacién, el cannabinoide sintético es una
combinacién de HU-433, HU-308 y/o un CBD modificado, opcionalmente CBD-DMH.

La seleccion de un portador adecuado para la administracién ocular a un ojo puede ser realizada por un experto en
la técnica.

Por ejemplo, los fitocannabinoides, incluidos el THC y el CBD, son tipicamente poco solubles en agua, amorfos,
altamente viscosos e inestables en soluciones acidas y cuando se exponen al calor, aire y luz (Thumma, Majumdar y
otros, 2008). Beta-C y CBD-DMH también comparten la mayoria de estas caracteristicas. A pesar de estas
propiedades THC y CBD asi como otros cannabinoides se han formulado para administracion sistémica, pero con
poca biodisponibilidad oral. Los inventores proporcionan en la presente memoria formulaciones para compuestos
tales como Beta-C, CBD, CBD-DMH y HU-433 que pueden actuar, por ejemplo, localmente con un efecto sistémico
minimo o nulo. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas oculares de la presente divulgacion pueden ser
adecuadas para la administracion ocular topica, periocular o intravitrea a un ojo.

La caracterizacion biofarmacéutica de estos sistemas de suministro de farmacos oculares muestra el alcance de, por
ejemplo, la absorcion de Beta-C, CBD, CBD-DMH y HU-433 después de la aplicaciéon. Las muestras de plasma se
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recolectan y analizan mediante el uso de los procedimientos de ensayo de LC/MS validados para determinar la
farmacocinética ocular y la distribucion en mudltiples especies (incluidos conejos y cerdos). Adicionalmente, la
permeabilidad ocular in vitro (www.absorption.com/ocular) y la posible irritaciéon ocular de los productos quimicos y el
excipiente usado se determinan mediante la prueba de ojo de conejo Draize (Draize, Woodard y otros 1944); el
procedimiento estandar para evaluar el potencial de irritacidn/corrosién ocular de una sustancia con fines de
regulacion.

El ojo presenta una oportunidad Unica para el suministro directo localizado de farmacos, que incluye el suministro
corneal y transescleral (periocular) de farmacos basados en fitocannabinoides, tales como CBD, CBD modificado
(por ejemplo, CBD-DMH) y combinaciones de estos (por ejemplo, CBD + Beta-C).

En las enfermedades oculares dolorosas y/o inflamatorias del segmento anterior, como la uveitis y el dolor
neuropatico corneal, los farmacos pueden aplicarse en varios vehiculos (emulsiones, geles, gotas liquidas, etc.) a la
cérnea como formulaciones oculares o introducidas a través de la ruta periocular desde un farmaco conjuntival o
deposito yuxtaescleral posterior para alcanzar estructuras tisulares del segmento anterior y humor acuoso, y
estructuras posteriores (retina, nervio optico, epitelio pigmentario retiniano, coroides y vitreo), respectivamente
(Conway, 2008).

La encapsulacion liposdmica de cannabinoides y otros compuestos descritos en la presente memoria puede, por
ejemplo, mejorar la biodisponibilidad y la eficacia ocular en comparacion con la inyeccién sistémica de farmacos. Por
ejemplo, las terapias de fitocannabinoides no psicotropicas adecuadas para el contacto con la superficie ocular y la
aplicacion periocular (transescleral) en la enfermedad ocular inflamatoria proporcionan, por ejemplo, una terapia
inmunomoduladora util con menos efectos secundarios que los agentes inmunosupresores utilizados actualmente.

Las formulaciones liposomales son portadores de farmacos establecidos, seguros y eficaces para el suministro de
farmacos lipofilicos poco solubles (Agarwal y otros, 2014). Por ejemplo, se han usado en la formulacién de farmacos
para el suministro prolongado controlado con los aumentos resultantes en la eficacia clinica en comparacién con el
medicamento solo. Por ejemplo, los liposomas se han usado para suministrar un fitocannabinoide (ver, por ejemplo:
Sczcesniak y otros, 2006).

Un experto en la técnica apreciara que las formulaciones de liposomas que son utiles para el suministro de un
fitocannabinoide tal como A°-THC también puede ser Util para la administracion de otros compuestos tales como los
cannabinoides y otros compuestos descritos en la presente memoria de las composiciones farmacéuticas oculares
de la presente divulgacion.

En consecuencia, en una realizacion, el portador adecuado para la administracion ocular a un ojo comprende un
liposoma.

Opcionalmente, los componentes lipidicos en las formulaciones de liposomas son fosfolipidos y colesterol; los
excipientes son tocoferol, antioxidantes, agentes inductores de viscosidad y/o conservantes. La seleccion de
componentes adecuados puede ser realizada por un experto en la técnica.

Por ejemplo, los fosfolipidos pueden ser fosfatidilcolinas, lisofosfatidilcolinas, fosfatidilserinas, fosfatidiletanolaminas,
fosfatidilgliceroles, fosfatidilinositoles o combinaciones de estos. Opcionalmente, el fosfolipido comprende, consiste
esencialmente en o consiste en dipalmitoilfosfatidilcolina. Opcionalmente, los fosfolipidos se proporcionan en
mezclas con agentes modificadores seleccionados del grupo que consiste en colesterol, estearilaminas, acido
estearico y tocoferoles.

En una realizacion, el fosfolipido y el colesterol estan presentes en una relacion molar de 20:1 a 1:1. En otra
realizacion, el fosfolipido y el colesterol estan presentes en una relacion molar de 10:1 a 5:4. En una realizacion
adicional, el fosfolipido y el colesterol estan presentes en una relacion molar de 9:1 a 6:4. Opcionalmente, el
fosfolipido y el colesterol estan presentes en una relacion molar de 9:1 o 7:3 o 6:4. Por ejemplo, el fosfolipido y el
colesterol estan presentes en una relacion molar de 9:1. Por ejemplo, el fosfolipido y el colesterol estan presentes en
una relacion molar de 7:3. Por ejemplo, el fosfolipido y el colesterol estan presentes en una relacion molar de 6:4.

En una realizacién, la composicion farmacéutica ocular contiene el agente dirigido a CB2 y/o el agente
cannabimimético en una cantidad de 0,01 % a 10 % en peso, basado en el peso de la composicion total.

El uso de una plataforma de suministro combinado con formaciéon de complejos de ciclodextrina e incorporacion de
liposomas puede evitar el uso de solventes organicos para solubilizar compuestos hidrofébicos y permite atrapar el
complejo fitocannabinoide lipofilico en el ndcleo acuoso de los liposomas. Por lo tanto, este enfoque no solo puede
aumentar la solubilidad y la estabilidad del farmaco, sino que también puede evitar la liberacién acelerada del
farmaco que puede ocurrir después de la incorporacion mas habitual del farmaco hidrofébico en el componente
lipidico liposomal (Maestrelli y otros, 2010; 2005). En consecuencia, las composiciones farmacéuticas oculares de la
presente divulgacién, por ejemplo, aquellas que comprenden CBD, CBD modificado (por ejemplo, CBD-DMH) y
combinaciones de CBD también pueden suministrarse mediante el uso de formulaciones liposomales de
ciclodextrina en farmaco. Por ejemplo, un enfoque de formulacién combinada de formaciéon de complejos de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784229 T3

ciclodextrina y atrapamiento en liposomas puede usarse para suministrar formulaciones oculares de CBD vy
combinaciones de CBD. Alternativamente, el uso de la "técnica de doble carga" puede explotarse para cargar el
farmaco-ciclodextrina en el ndcleo acuoso de los liposomas y el farmaco solo en la fase lipidica de los liposomas
proporcionando, por ejemplo, un inicio rapido y una accion prolongada (Maestrelli y otros, 2010). Otra ventaja
asociada con el uso de ciclodextrina en la formulacion liposomal para el suministro de fitocannabinoides puede ser
que la formacion de complejos de ciclodextrina puede mejorar la penetracion del farmaco en las rutas oculares
(Loftsson & Duchene, 2007; Loftsson & Stefansson, 2002). En consecuencia, opcionalmente, el portador adecuado
para la administracién ocular a un ojo comprende un liposoma de ciclodextrina.

En ciertos estudios in vivo de la presente divulgacion, se us6 una emulsiéon de aceite en agua para suministrar
fitocannabinoides y cannabinoides al ojo. Tales emulsiones comprendian aceite de soja ya sea en una formulacién
viscosa (>20 % de aceite) o menos viscosa (<20 % de aceite). También se us6 un tensioactivo de copolimero en
bloques (Pluronic™ 668) en algunas de las formulaciones probadas.

En consecuencia, en otra realizacién, el portador adecuado para administracion ocular a un ojo comprende una
formulacion de emulsién de aceite en agua.

Por ejemplo, la fase oleosa de la formulacion de la emulsion de aceite en agua comprende un aceite, que puede ser
un aceite vegetal tal como, pero sin limitarse a, aceite de soja. En una realizacion, el aceite comprende, consiste
esencialmente en o consiste en aceite de soja. Opcionalmente, el aceite comprende uno o mas aceites de
triglicéridos de cadena media (MCT) (es decir, un aceite de triglicéridos en el que la cadena de carbohidratos tiene 8-
12 carbonos) o combinaciones de un aceite de MCT y un aceite vegetal. Los aceites de MCT estan disponibles
comercialmente. Ejemplos de tales aceites de MCT incluyen TCR (nombre comercial de Societe Industrielle des
Oleagineaux, Francia para una mezcla de triglicéridos en la que aproximadamente el 95 % de las cadenas de acidos
grasos tienen 8 o 10 carbonos) y MIGLYOL™ 812 (un triéster mixto de glicerina y de acidos caprilicos y capricos).

Las formulaciones de emulsién de aceite en agua de la presente divulgacion también comprenden un emulsionante.
Los emulsionantes adecuados incluyen un fosfolipido o una mezcla de fosfolipidos. Por ejemplo, los fosfolipidos de
yema de huevo purificada, los fosfolipidos de aceite de soja u otras mezclas de fosfolipidos purificados pueden ser
emulsionantes utiles.

Ademas, las formulaciones de emulsion de aceite en agua de la presente divulgacion incluyen un tensioactivo. Por
ejemplo, el tensioactivo puede ser un condensado de 6xido de alquileno no iénico de un compuesto organico que
contiene uno o mas grupos hidroxilo. Los tensioactivos adecuados incluyen, pero sin limitarse a, TYLOXAPOL™,
compuestos vendidos bajo el nombre comercial TWEEN™ y PLURONIC™ F-68 (un copolimero de polioxietileno y
polioxipropileno). Los tensioactivos TYLOXAPOL y TWEEN estan aprobados por la FDA para uso en seres
humanos.

El componente acuoso de las formulaciones de emulsion de aceite en agua de la presente divulgacion es la fase
continua de la emulsion y puede ser agua, solucion salina o cualquier otra solucién acuosa adecuada que pueda, por
ejemplo, proporcionar una preparacion isoténica y de pH controlado.

Las formulaciones de emulsion de aceite en agua de la presente divulgacion, por ejemplo, usadas en las
composiciones farmacéuticas oculares de cannabinoides pueden comprender de 0,5 a 50 % de aceite, de 0,1 a 10
% de emulsionante y de 0,05 a 5 % de tensioactivo. Opcionalmente, para obtener una composicidon no viscosa, la
concentracion de la fase no acuosa generalmente no debe exceder el 25 %. Para formulaciones mas viscosas esta
concentracion aumenta. El agente estd opcionalmente presente en una cantidad de 0,05 a 5 % en peso de la
composicion.

El suministro de farmacos tanto corneal como transescleral en el ojo puede, por ejemplo, evitar las complicaciones
asociadas con las inyecciones intraoculares invasivas y también aprovechar la permeabilidad relativamente alta de
las estructuras de la esclera a las macromoléculas (Hughes y otros, 2005; Lobo y otros, 2012; Ranta y Urtti, 2006).
Ademas, el uso de soluciones viscosas o nanoparticulas y liposomas se ha utilizado de manera efectiva a través
tanto de rutas corneales como transesclerales para obtener el suministro sostenido de farmacos en las estructuras
oculares durante hasta 2 semanas (Conway, 2008; Souto y otros, 2010; Natarajan y otros, 2012).

Los inventores demuestran que las terapias de combinacion sinérgica con otros constituyentes del cannabis, por
ejemplo, las que actuan en los receptores CB2 pueden producir efectos antiinflamatorios y analgésicos.

Otra realizacion de la invencion se refiere a formulaciones que contienen HU-433, un potente analogo de CB2, CBD-
DMH, un potente derivado de CBD y/u otros CBD modificados. Los productos disefiados para tratar el dolor
neuropatico y la uveitis se proporcionan de manera util como con las otras realizaciones analizadas en la presente
memoria. Estos agentes cannabinoides tales como HU-433 y CBD-DMH pueden proporcionar una accion util de CB2
para el tratamiento del dolor neuropatico ocular y la uveitis.

En consecuencia, la divulgacion proporciona una formulacion ocular de cannabinoides (por ejemplo, Beta-cariofileno
[también denominado en la presente memoria Beta-C o Bc], Cannabidiol [CBD], cannabidiol-dimetilheptilo [CBD-
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DMH] u otros CBD modificados, HU-308 y HU-433, individualmente o en combinaciones de dos o mas de los
anteriores) para el tratamiento de enfermedades oculares.

La divulgacion también incluye una composicion farmacéutica ocular que comprende un agente dirigido a CB2, un
agente cannabimimético (tal como un agente cannabimimético no psicotropico) o una combinacién de estos y un
portador adecuado para la administracion ocular a un ojo de la presente divulgacion para su uso para el tratamiento
ocular de la inflamacion ocular o dolor neuropatico ocular en un sujeto. Se apreciara que las realizaciones para tales
composiciones farmacéuticas oculares para su uso se pueden variar como se analiza en la presente memoria para
las composiciones farmacéuticas oculares de la presente divulgacion y los procedimientos y usos de la presente
divulgacion, segun sea apropiado.

Por ejemplo, en una realizacion, la divulgacion proporciona una formulacion de fitocannabinoides (por ejemplo,
derivados de CBD, o una combinacién de CBD + B-cariofileno) para la administracién a la cérnea y/u otros depdsitos
oculares para el tratamiento de enfermedades oculares que provocan inflamacién en un sujeto, tal como intraocular
(uveitis) o extraocular (hiperalgesia neuropatica corneal).

Las terapias oculares de combinacion de CBD o derivados de CBD con B-cariofileno, un agonista de CB2, puede
mejorar la eficacia del CBD en el tratamiento de la enfermedad ocular inflamatoria y neuropatica.

lll. Procedimientos y usos

Sin estar unidos por la teoria, los cannabimiméticos, opcionalmente los cannabimiméticos que se dirigen a CB2,
tales como los fitocannabinoides que se dirigen a CB2 (por ejemplo, CBD, que es un agonista parcial de CB2) y los
cannabinoides sintéticos que se dirigen a CB2 (por ejemplo, CBD modificados tales como CBD-DMH que es un
modulador alostérico positivo de CB2) puede, por ejemplo, ser efectivo para reducir los marcadores de inflamacion.
Por ejemplo, tales compuestos pueden reducir la sefalizacion de citocinas proinflamatorias, el estrés oxidativo y/o
inhibir las células inmunitarias activadas (microglia); todos los cuales también son caracteristicas del dafio tisular
visto en modelos experimentales de inflamacién ocular aguda y crénica, y que se exacerban en animales que
carecen de receptores CB2.

Los efectos oculares antiinflamatorios e inmunomoduladores del CBD en modelos experimentales se lograron con
dosis de 5-10 mg/kg de CBD, que es comparable a la de las dosis terapéuticas utilizadas en seres humanos para
aliviar el dolor neuropatico y la espasticidad asociada con la esclerosis multiple (Oreja-Guevara, 2012a,b). Los
inventores proporcionan los primeros estudios que abordan especificamente el uso de CBD para la inflamacion vy el
dolor ocular.

Existe una ventana terapéutica sustantiva para la eficacia y la excelente tolerabilidad, respectivamente, para el
fitocannabinoide, CBD, en el tratamiento de enfermedades oculares inflamatorias. Sin limitarse a la teoria, el CBD
parece ejercer sus acciones a través de la modulacién del sistema endocannabinoide, asi como dianas del sistema
no endocannabinoide que pueden modular colectivamente las vias de sefializacion celular implicadas en la
inflamacion y el dolor. EI CBD no es psicotropico y su farmacologia versatil subraya su utilidad para las
combinaciones con otros agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores, incluido el terpenoide, B-cariofileno, que
actia en CB2. Por lo tanto, estas propiedades farmacoldgicas del CBD pueden, por ejemplo, proporcionar una
combinacion util de productos fitoterapéuticos (es decir, CBD y/o derivados de CBD (también denominados en la
presente memoria CBD modificados) + (B-cariofileno) para acciones mejoradas. La plataforma de administracion de
esta formulacidn se basa opcionalmente en formulaciones liposomales, optimizadas para el ojo.

La invencién proporciona la primera divulgacion del B-cariofileno usado en el ojo en seres humanos. El B-cariofileno
es util, por ejemplo, para la terapia de combinacion con CBD para la enfermedad inflamatoria y neuropatica ocular.
Una ventaja adicional puede ser, por ejemplo, que las propiedades fisicoquimicas del B-cariofileno sean similares a
las del CBD de modo que ambos compuestos se suministren facilmente juntos mediante el uso del farmaco
propuesto, por ejemplo en preparaciones de ciclodextrina o liposomas.

Los inventores demuestran en la presente memoria las propiedades antiinflamatorias y analgésicas de nuevas
formulaciones oculares tales como las que comprenden CBD y otros cannabinoides en modelos experimentales de
enfermedad inflamatoria ocular. Por lo tanto, la divulgacion proporciona procedimientos de tratamiento de la
inflamaciéon mediante la administracién de cannabinoides al ojo de un sujeto.

Los modelos experimentales de uveitis e hiperalgesia corneal se usan para demostrar el suministro local de
formulaciones de CBD (por ejemplo, CBD, combinacién de CBD + B-cariofileno) y cannabinoides (CBD-DMH, HU-
308, HU-433) para el tratamiento de la inflamacién y dolor ocular. Estos modelos estan establecidos y los inventores
tienen una experiencia considerable con su uso para estudios farmacoldgicos de diversos agentes, incluidos los
cannabinoides, asi como estudios preclinicos sobre el suministro y tolerabilidad de farmacos cannabinoides
oculares.
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En consecuencia, la presente divulgacion incluye el tratamiento de la inflamacién ocular o el dolor neuropatico ocular
en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar ocularmente al sujeto que lo necesita un agente dirigido a
CB2, un agente cannabimimético o una combinacidon de estos. Opcionalmente, se incluye el tratamiento de la
inflamacion ocular. En otra realizacion, se incluye el tratamiento del dolor neuropatico ocular. En una realizacion
adicional, se incluye el tratamiento de la inflamacion ocular y el dolor neuropatico ocular.

La presente divulgacion también incluye un uso ocular de un agente dirigido a CB2, un agente cannabimimético o
una combinacién de estos para el tratamiento de inflamacién ocular o dolor neuropatico ocular en un sujeto que lo
necesita. Opcionalmente, el uso es para el tratamiento de la inflamacién ocular. En otra realizacion de la divulgacion,
el uso es para el tratamiento del dolor neuropatico ocular. En una realizacién adicional, el uso es para el tratamiento
de la inflamacién y el dolor ocular neuropatico ocular.

La presente divulgacién incluye ademas el uso de un agente dirigido a CB2, un agente cannabimimético o una
combinacién de estos para la preparacion de un medicamento ocular para el tratamiento de la inflamacion ocular o el
dolor neuropatico ocular en un sujeto que lo necesite. Opcionalmente, el uso es para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de la inflamacion ocular. En otra realizacién, el uso es para la preparaciéon de un
medicamento para el tratamiento del dolor neuropatico ocular. En una realizaciéon adicional, el uso es para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la inflamacion ocular y el dolor neuropatico ocular.

En una realizacion, el dolor neuropatico ocular es dolor neuropatico ocular visceral. En otra realizacion, la
inflamacion ocular es provocada por el sujeto que tiene una enfermedad ocular.

En una realizacion, la enfermedad ocular provoca inflamacion intraocular. Opcionalmente, la enfermedad ocular es
uveitis, uveorretinitis o vitreorretinopatia proliferativa. En otra realizacion, la enfermedad ocular provoca inflamacion
extraocular. Opcionalmente, la enfermedad ocular es inflamacién o neuropatologia corneal.

En otra realizacion, la enfermedad ocular provoca dolor y pérdida de vision, y el agente reduce el dolor y/o reduce la
pérdida de vision.

La dosificaciéon del agente dirigido a CB2 y/o el agente cannabimimético (tal como el agente cannabimimético no
psicotropico) puede variar dependiendo de muchos factores tales como las propiedades farmacodinamicas de estos
compuestos, el modo de administracion, la edad, la salud y el peso del sujeto, la naturaleza y el alcance de la
inflamacion ocular o el dolor neuropatico ocular, la frecuencia del tratamiento, el tipo de tratamiento concurrente, si lo
hay, y la tasa de depuracion del compuesto en el sujeto a tratar. Un experto en la técnica puede determinar la
dosificacion apropiada en funcién de los factores anteriores. Por ejemplo, el agente dirigido a CB2 y/o el agente
cannabimimético tal como un fitocannabinoide (por ejemplo, CBD, CBD + B-cariofileno) y formulaciones oculares
sintéticas que contienen cannabinoides (por ejemplo, HU-433, HU-308, CBD-DMH) pueden suministrarse a través
de la cornea y las vias transesclerales (perioculares) a varias dosis, opcionalmente 0,1-10 % p/v.

Los regimenes de dosificacion incluyen tratamientos de dosis Unica asi como dosificacion multiple. El agente dirigido
a CB2 y/o el agente cannabimimético pueden administrarse inicialmente en una dosis adecuada que puede
ajustarse segun sea necesario, dependiendo de la respuesta clinica.

Opcionalmente, el agente se administra tdpicamente al ojo; es decir, el agente es para uso tépico ocular. En otra
realizacién, el agente se administra intravitreamente al ojo; es decir, el agente es para uso intravitreo. En una
realizacién adicional de la presente divulgacion, el agente se administra periocularmente al ojo; es decir, el agente
es para uso periocular.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente divulgacion:

Ejemplos

Estos datos se han generado mediante el uso de varios modelos animales diferentes como se explica en las
secciones de procedimientos. Estos pueden dividirse en modelos de inflamacion ocular y modelos de dolor
neuropatico ocular.

Ejemplo 1: Efectos del agonista del receptor CB2, HU-433 sobre la uveitis inducida por endotoxina

|. Propésito

Este estudio demostré el papel antiinflamatorio del agonista del receptor cannabinoide 2 (CB2R), HU-433, en la
inflamacion intraocular en un modelo de uveitis inducida por endotoxina (EIU) en ratas.

Il. Introduccion
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Histologia tisular e inmunohistoquimica: La inflamacién ocular se acompafia de edema tisular, migracién de células
inmunitarias a los sitios de lesion y patologia. La histologia permite acceder a la estructura del tejido para el edema 'y
la disolucion estructural, junto con evidencia de extravasacion plasmatica (indicativo de cambios patolégicos en la
estructura microvascular). El uso de anticuerpos contra las proteinas expresadas por las células inmunitarias,
incluidos los neutrdfilos, los macréfagos y las microglias, permite la identificacién de los tipos de células inmunitarias
reclutados en los sitios de dafio tisular en los tejidos oculares anterior y posterior.

Imagen intravital para la medicion cuantitativa en tiempo real de la adhesiéon y migracion de leucocitos: El dafio o
lesion del tejido produce alteraciones en el flujo sanguineo capilar y la estructura microvascular, asi como la
adhesién y transmigracion de células inmunitarias (leucocitos) del vaso sanguineo para acumularse en el sitio de la
lesion del tejido (inflamacion). Esta es una respuesta del huésped necesaria para resolver la lesion, sin embargo, el
escalado de la respuesta inflamatoria o las respuestas inflamatorias persistentes pueden provocar dafios en los
tejidos (Ley, Laudanna y otros 2007). La cuantificacion de los leucocitos que se adhieren a las células que recubren
la luz de los vasos sanguineos (endotelio) se lleva a cabo dinamicamente en la microvasculatura iridial mediante
microscopia intravital para visualizar directamente en tiempo real o histolégicamente en la retina post mortem, la
adhesion de los leucocitos y la diapédesis.

Evaluacién de marcadores proinflamatorios (citocinas, moléculas de adhesion): Los niveles de moléculas de
adhesién y mediadores proinflamatorios (citocinas) se analizan mediante inmunoensayo de los niveles de proteina
respectivos para proporcionar una evaluacion del estado inmunitario.

Enfoques tales como histologia/patologia tisular, MIV y andlisis de citocinas proporcionan una medida de la
respuesta inflamatoria. Los farmacos inmunomoduladores y antiinflamatorios reducen la adhesion de leucocitos y los
marcadores proinflamatorios y el dafio tisular y promueven la resolucion de la inflamacion (Sanz y Kubes 2012).

Ill. Materiales y procedimientos

El modelo de uveitis inducida por endotoxina (EIU) es un modelo animal ampliamente usado de uveitis derivada de
bacterias humanas, que implica la inflamacién del tracto uveal. El tracto uveal comprende la capa media del ojo, que
incluye el iris, el cuerpo ciliar y la Uvea.

Se indujo EIU en ratas Lewis macho mediante inyeccion intravitrea de 100 ng de lipopolisacarido (LPS, Escherichia
coli) en solucién salina. Se administraron tratamientos del agonista del receptor cannabinoide 2 (CB2R), HU-433, en
presencia y ausencia del antagonista selectivo, AM630. Los tratamientos con cannabinoides implicaron HU-433
intravenoso (i.v.) (0,001-1 mg/kg), AM630 (2,5 mg/kg i.v.) y AM630 + HU-433, administrados 15 minutos después de
la inyeccion intravitrea de LPS. Se usé microscopia intravital (IVM) para observar la adhesion leucocito-endotelial
cada hora después de la induccion de EIU durante un periodo de 6 horas.

IV. Resultados y discusion

Los datos de la Figura 1 se recolectaron de experimentos mediante el uso de un modelo animal de inflamacion
ocular llamado uveitis inducida por endotoxina. Se ha demostrado que este modelo provoca inflamacion dentro del
ojo. El nivel de inflamacion se cuantifica contando el nimero de leucocitos adherentes en la microcirculacion del iris.
Los leucocitos deben adherirse a la microvasculatura durante mas de 30 s (medidos como leucocitos adherentes por
mm?). Las imagenes se realizaron en un minimo de 4 cuadrantes dentro del ojo, 4 vasos cada cuadrante, 6 horas
después de que se indujera la inflamacion.

La Figura 1A es una imagen representativa de la microcirculacién del iris después de una inyeccion de solucion
salina en el ojo (control); los leucocitos son los puntos blancos dentro de la vasculatura negra. La Figura 1B es una
imagen representativa de la microcirculacion del iris después de la inyeccion de lipopolisacarido (LPS) en el ojo. LPS
es un agente inflamatorio derivado de bacterias gramnegativas. El LPS provoca un aumento significativo en el
numero de leucocitos que se adhieren a la vasculatura en comparacién con la inyeccion de solucién salina.

HU-433 a dosis de 0,01 y 0,1 mg/kg (Figuras 2-4) redujo significativamente (p<0,01) la adhesion leucocito-endotelial
(inflamacién) 6 horas después de la induccion de EIU. Esta disminucion en la adhesién de leucocitos fue abolida
cuando los animales se trataron con el antagonista de CB2R AM630 antes del tratamiento con HU-308 en EIU. El
uso del antagonista de CB2R solo provocd un aumento significativo en el numero de leucocitos adherentes a la
microvasculatura (p<0,01).

La Figura 2A es una imagen representativa de la inflamaciéon dentro del iris que puede compararse con el
tratamiento posterior con HU-433 (Figura 2B).

La figura 3 es la curva de respuesta a la dosis de HU-433 usada para tratar la inflamacion ocular en el presente
estudio. Se demostrd (Figura 3) que HU-433 (0,1 mg/kg) pudo reducir significativamente (p<0,05) el nimero de
leucocitos adherentes en la microcirculacion del iris. Estos datos también se representan como la disminucion
promedio de los leucocitos adherentes en comparacion con LPS solo con diferentes dosis de HU-433 (Figura 4).
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La activacion de CB2R mediante el uso de cannabinoides, HU-433 reduce el reclutamiento de leucocitos al iris y
disminuye la liberacién local de mediadores inflamatorios durante la EIU aguda. Los medicamentos dirigidos al
CB2R son utiles como agentes terapéuticos para la uveitis y la disminucion de la inflamacién ocular aguda.

Ejemplo 2: Efectos de la administraciéon del cannabinoide sintético, CBD-DMH sobre la uveitis inducida por
LPS

|. Materiales y procedimientos
Compuesto analizado: CBD-DMH
Sujetos: Se examinaron dos grupos experimentales de EIU diferentes en ratones BALB/c:

Grupo (A): Microscopia intravital (IVM) a las 5 horas después de la inyeccion intravitrea de solucion salina
(control)

Grupo (B): IVM a las 5 horas después de la induccién de EIU y la administracion i.v. del control de vehiculo
farmacolégico (1 vez, 0,2 ml de etanol al 30 % en solucién salina justo después de la inyeccion
intravitrea)

Grupo (C): IVM a las 5 horas después de la induccion de EIU y la administracion i.v. de cannabinoides (1 vez,
0,2 ml 10 mg/kg de CBD-DMH justo después de la inyeccion intravitrea).

Inyeccion intravitrea de LPS para inducir uveitis: La cepa de animales elegida para estos experimentos se basé en
las pruebas preliminares realizadas y las literatura publicada (ver, por ejemplo: Toguri y otros, 2014). La cepa de
ratones elegida fue BALB/c y se usaron ratas Lewis. Los animales se anestesiaron antes de la induccion de la
uveitis. Los ratones se anestesiaron con isoflurano al 5 % en oxigeno al 100 %. Las ratas se anestesiaron con 65
mg-kg™ de pentobarbital sédico. La profundidad de la anestesia se controlé mediante una prueba de pellizco del
dedo del pie. Se inmovilizé la cabeza del animal y se pinché la esclera del ojo izquierdo con una aguja de calibre 30
en el cuadrante dorsonasal aproximadamente al nivel del ecuador. Los ratones recibieron un total de 250 ng de LPS
(E. coli 026:B6; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) en 2 pl de solucion salina al 0,9 % estéril. Las ratas recibieron
un total de 100 ng de LPS en 5 pl de solucion salina estéril al 0,9 %. Las inyecciones intravitreas se realizaron bajo
control microscopico con una jeringa Hamilton (Hamilton Company, Reno, Nevada, Estados Unidos), con una aguja
30 G1/6. Para evitar tocar la lente o provocar cualquier dafio en el ojo, la punta de la aguja se dirigié hacia el polo
posterior y solo la punta biselada (2-3 mm) ingresé a la cavidad vitrea. La aguja se mantuvo en su lugar después de
la inyecciéon durante 5 segundos para evitar fugas del LPS desde el sitio de inyeccion (esclerostomia). La
esclerostomia se cerré con adhesivo tisular para evitar cualquier fuga. Los animales con sangrado o hinchazén
después de la inyeccion fueron excluidos del estudio.

Obtencion de imagenes in vivo: La técnica de microscopia intravital (IVM) se us6 para investigacion in vivo del
reclutamiento de leucocitos. El video microscopio de fluorescencia intravital se centrd en la microcirculacion iridial, lo
que permitié obtener imagenes de las interacciones leucocitos-endoteliales. En toda la IVM, la cabeza del animal se
mantuvo estacionaria. El iris se dividié en cuatro cuadrantes iguales dibujando dos lineas superficiales, a lo largo y a
lo ancho. IVM se llevé a cabo en cada uno de estos cuadrantes. En cada video, se observo el reclutamiento de
leucocitos y se registré durante 30 segundos cada uno. El analisis de los datos se realizé fuera de linea.

Andlisis de IVM: Se grabaron varios videos de cada cuadrante durante 30 segundos. La adhesién de leucocitos fue
el parametro analizado. Los leucocitos adherentes se definieron como el nimero de leucocitos durante el periodo de
observacion de 30 s que no se separaron de la superficie endotelial cilindrica. EI nimero de leucocitos adherentes
dentro de cada segmento del vaso se calculd midiendo el diametro y la longitud del segmento del vaso estudiado,
asumiendo una geometria cilindrica del vaso sanguineo. Los leucocitos adherentes se expresaron como el nimero
de células por mm? de superficie endotelial.

Analisis de datos de IVM: Los resultados se analizaron mediante el uso del software Prism 5 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, Estados Unidos). Todos los datos se expresan como medias + error medio estandar (SEM). Se evalué
la importancia de los grupos mediante el andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) con una prueba post hoc de
Dunnett, comparando todos los grupos experimentales con el grupo tratado con vehiculo. La importancia se
consider6 a p<0,05.

Il. Resultados y discusién
La Figura 5 muestra imagenes representativas de la microvasculatura y los leucocitos adherentes: (A) inyeccion de
solucion salina; (B) inyeccion de LPS; y (C) una disminucién en el numero de leucocitos adherentes con CBD-DMH.

La inflamacion se cuantific6 mediante la medicién de leucocitos adherentes al endotelio 6 horas después de la
inyeccion de LPS (Figura 5D).
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La Figura 6 muestra un grafico de barras de mediciones de IVM que examinan el nimero medio de leucocitos
adherentes para los grupos de la Figura 5.

Ejemplo 3: Efectos de la administracion de CBD-DMH, CBD o una combinacién de CBD+BC en un modelo
PVR-dispasa de PVR

|. Antecedentes

Después de una cirugia de desprendimiento de retina o un traumatismo ocular, del 5-10 % de los pacientes pueden
desarrollar vitreorretinopatia proliferativa (PVR) (Yanoof y Duker, 2009). Actualmente no hay tratamientos no
quirurgicos para PVR que puedan clasificarse en 3 etapas principales: una etapa inflamatoria con activacion y
migracion de células inmunitarias, incluidos neutrofilos, macréfagos y microglia, una etapa proliferativa temprana y
una etapa proliferativa tardia. En la etapa inflamatoria temprana, el trauma ocular puede provocar desgarros y
pliegues de la retina y desprendimiento de retina. La falta de resolucién de la inflamaciéon da como resultado la
proliferaciéon y remodelacion de astrocitos, la formacion de membrana epirretiniana y el desprendimiento de retina
con fibrosis resultante.

Pueden generarse lesiones experimentales de PVR mediante el uso de inyecciones intravitreas de la enzima
proteolitica, dispasa (3 pl de 0,1 - 0,3 U/ul de dispasa). Esto da como resultado una respuesta inflamatoria crénica
con el desarrollo de desgarros y pliegues de la retina dentro de 1-3 semanas después de la inyeccion (técnica
modificada de Frenzel y otros, 1998). El modelo Dispasa PVR proporciona un modelo util para la inflamacién ocular
posterior crénica, la astrogliosis y la fibrosis.

Il. Materiales y procedimientos

Animales: Se usaron ratones machos C57BIk/6 (20-25 g; Charles Rivers, QC, Canada) para los experimentos. Los
animales fueron alojados en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con acceso ilimitado a alimentos y agua. Todos
los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con los estandares y procedimientos del Consejo Canadiense de
Cuidado Animal y el comité de cuidado animal de la Universidad Dalhousie.

Inyecciones intravitreas: La PVR se indujo en animales C57BIk/6 con una inyeccion intraocular de dispasa (Sigma),
una proteasa neutra que escinde la membrana basal, en el cuadrante dorsolateral del ojo izquierdo. La dispasa se
diluy6 a la concentracion de 0,2 U/ul en una solucién salina de Ringer estéril. Se realizaron inyecciones intraoculares
(2 pl) bajo un microscopio con una jeringa Hamilton unida a una aguja de 30 G. Los animales de control recibieron 2
ul de solucién salina Ringer estéril.

Tratamiento con farmaco: Los animales se trataron con inyecciones intraperitoneales diarias de ligandos
cannabinoides: CBD-DMH (10 mg/kg), CBD (10 mg/kg) y CBD (10 mg/kg) + B-Cariofileno (20 mg/kg), durante un
periodo de siete dias. Una semana después de la induccion de PVR, los ratones se sacrificaron por una sobredosis
i.p. de pentobarbital de sodio (250 mg/kg), los ojos fueron inoculados y preparados para la tinciéon histolégica o
inmunohistoquimica.

Puntuacion clinica: La morfologia externa de los ojos se evalué mediante puntuacion clinica a los 7 dias después de
la inyeccién intraocular. La gravedad de la PVR se determind en una escala de 0-5, con 0 (sin enfermedad) a 5 (ojo
completamente degenerado) como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1: Puntuacién clinica para la evaluacién de PVR murina experimental

Etapa clinica Descripcion
0 Sin signos clinicos de la enfermedad.
0,5 Vasos del iris dilatados
1 Vasos sanguineos hinchados en el iris; miosis anormal esporadica
2 Pupila parcialmente cubierta con fibrina, camara anterior nebulosa
3 Exudado en camara anterior, pero pupila aun visible
4 Exudado con hemorragia (camara anterior opaca), pupila completamente oscurecida
5 Sin exudado en la camara anterior, configuracién pupilar anormal, iris degenerado

Los datos se analizaron mediante andlisis ANOVA de una via, seguido de la prueba de Kruskal-Wallis. p<0,05 se
considero significativo.
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Histologia: La morfologia de la anatomia interna del ojo se visualizd mediante tincion con hematoxilina y eosina
(H&E). La gravedad de la enfermedad se calific6 con un microscopio 6ptico y se evalué con el sistema de
puntuacioén de 0 (sin enfermedad) a 4 (tejido ocular gravemente dafiado) como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2: Puntuacién de histopatologia para PVR murina experimental

Histopatologia Descripcion
0 Sin enfermedad, arquitectura retiniana normal
0,5 Infiltracion celular inflamatoria leve en la retina, sin dafo tisular
1 Infiltracion, pliegues de la retina y desprendimientos focales de la retina, pocos granulomas

pequeios en coroides y retina

2 Infiltracidon moderada, pliegues de la retina, desprendimiento, dafio focal de fotorreceptores,
granulomas, perivaculitis

3 Infiltracion de moderada a marcada, dafo extenso de fotorreceptores. Exudado con
hemorragia (camara anterior opaca), pupila completamente oscurecida

4 Inflamacién severa y/o dafio retiniano de espesor completo con exudados serosos vy
neovascularizacién subretiniana, lesiones granulomatosas grandes

Inmunohistoquimica: Los ojos se inocularon y se sumergieron en paraformaldehido (PFA) al 4 % en tampdn fosfato
0,1 M durante 24 h. A continuacion, los ojos se transfirieron a sacarosa al 30 % en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) para la crioproteccion. Se cortaron secciones sagitales simétricas (14 ym) de todo el ojo en un
microtomo de congelacion y se recolectaron en los portaobjetos de microscopio. Para la tincion inmunohistoquimica,
los portaobjetos se lavaron en PBS (3x15 min), y a continuaciéon se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con suero de cabra normal al 10 % (Vector Labs). Esta etapa fue seguida por la incubacion durante la
noche de secciones, a 4 °C, con los anticuerpos primarios: anti Iba1 de conejo (Wako Chemicals, CA; 1:100), anti-
proteina &cida fibrilar glial de conejo (GFAP; marcador de astrocitos) (Chemicon, Temecula, CA 1:1.000). Se usaron
anticuerpos etiquetados con fluorescencia anti-IgG de conejo de cabra CY™3 (1:500, Jackson ImmunoResearch
Laboratories) para la visualizacion de Iba1 y GFAP. Los recuentos de microglia se realizaron bajo microscopia de
fluorescencia.

Ill. Resultados y discusion

La vitreorretinopatia proliferativa (PVR) es un modelo de inflamacién ocular que se produce con cambios externos e
internos en el ojo. Esta inflamacién es provocada por la inyeccion intraocular de dispasa. Se probaron varios
tratamientos diferentes con cannabinoides en este modelo. La inflamaciéon se cuantificé por puntuacién clinica
(Figura 7A), histologia (Figura 7B) e inmunohistoquimica (Figura 7C). La puntuacion clinica, la histologia y la
inmunohistoquimica se explican en la presente memoria bajo el procedimiento PVR.

CBD-DMH disminuyé significativamente las puntuaciones clinicas y las puntuaciones histolégicas recibidas en el
modelo de PVR, lo que indica su capacidad para reducir la inflamacién ocular. La inmunohistoquimica se usé para
estudiar la activacion de las células inmunitarias (microglia) en la retina.

CBD-DMH, CBD solo y CBD + Bc pudieron disminuir el nimero de células inmunitarias activadas (Figura 7C). Si bien
no desea estar limitado por la teoria, esto podria proporcionar evidencia de un mecanismo potencial de cémo CBD-
DMH, CBD y CBD + B¢ disminuyen la inflamacion.

Un aumento en la microglia IBa1+ se asocia con neuroinflamacion. Iba1 es especifico de MG (Daisuke y otros,
2001). Mediante el uso de la etiqueta inmunohistoquimica selectiva, IBa1, para las células inmunitarias retinianas
activadas, microglia, puede verse que los animales de control tratados sin patologia retiniana tratados con vehiculo
farmacoldgico, existe un etiquetado muy escaso para las células positivas para IBa1 (IBa1+) (Figura 8, arriba
izquierda). En contraste, en animales con PVR experimental, las retinas tratadas con vehiculo tienen una extensa
tincion con IBa1+ para microglia activada (Figura 8, arriba a la derecha). El marcaje con |IBa1+ se reduce
sustancialmente en animales con PVR experimental y tratados con CBD-DMH (Figura 8, abajo a la izquierda) y
también (pero en menor medida) con CBD + beta-C (Figura 8, abajo a la derecha). Estos resultados indican que el
derivado sintético de cannabidiol CBD-DMH y CBD + beta-C son capaces de reducir las células inmunitarias
activadas que contribuyen a la respuesta inflamatoria y la patologia en PVR.

Ejemplo 4: Ejemplo 3: Efectos de la administracion de CBD-DMH en la hiperalgesia corneal
I. Antecedentes

El modelo de cauterizacion quimica de la inflamacién corneal y la hiperalgesia es un modelo establecido para
observar la sensibilizacion y el dolor corneales. La cauterizacién quimica de la cérnea murina mediante el uso de
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nitrato de plata tépico produce inflamacion inespecifica seguida de sensibilizacion conductual crénica a estimulos
quimicos posteriores (modificado de Wenk y Honda, 2003).

La prueba de parpadeo del reflejo corneal proporciona una evaluacion conductual de la sensibilizacién corneal y la
hiperalgesia (umbral de dolor disminuido). La hiperalgesia (definida como una mayor capacidad de respuesta a
estimulos dolorosos) se mide cuantificando el nimero y la frecuencia de una respuesta protectora de parpadeo en el
ojo tratado (parpadeo inducido por estimulo) en relacién con los ojos no sensibilizados de control (Wenk y Honda
2003). Los agentes antiinflamatorios y los agentes que actdan en las dianas de los nervios nociceptivos pueden
reducir el desarrollo de la sensibilizaciéon corneal y la actividad hiperalgésica (respuesta de parpadeo protector
reducida en respuesta al irritante nocivo).

Il. Resultados y discusion

Mediante el uso de un modelo caracterizado por Wenk & Honda, 2003, se usd la cauterizacion quimica mediante la
aplicacion de nitrato de plata a la cérnea para crear un modelo de hipersensibilidad corneal. La hipersensibilidad se
determind evaluando los parpadeos a una aplicacion tépica ocular de capsaicina 1 uM. La respuesta de parpadeo es
una medida del nivel de hiperalgesia corneal. El aumento del parpadeo en respuesta a la capsaicina en un ojo
cauterizado indica un mayor nivel de dolor (Figura 9). Hubo un aumento significativo en los parpadeos a capsaicina 1
UM en el ojo quimico cauterizado en comparacién con el ojo de control simulado (Figura 10). La aplicacién topica
ocular del AINE Nevanac™ (suspension oftalmica de Nepafenac) eliminé esta hipersensibilidad (Figura 11).

La evaluacién de CBD-DMH demostré que este elimina ain mas esta hipersensibilidad, mostrando una disminucion
estadisticamente significativa de parpadeos a capsaicina 1 pM cuando esta en el ojo quimico cauterizado en
comparacion con el ojo de control simulado (Figura 12). Beta-C también se ha probado en este modelo y parece que
también produce una reduccién de la hiperalgesia.

Sumario de los Ejemplos 1-4

La Tabla 3 proporciona un sumario de los modelos, tratamientos y dosis usados en los estudios descritos
anteriormente de la divulgacion.

Tabla 3
Figura Modelo Tratamiento Dosis
Figura 1 Uveitis inducida por endotoxina LPS + HU-433 1, 0,1, 0,01, 0,001 mg/kg
Figura 2 Uveitis inducida por endotoxina LPS + HU-433 0,1 mg/kg
Figura 3 Uveitis inducida por endotoxina LPS + HU-433 1, 0,1, 0,01, 0,001 mg/kg
Figura 4 Uveitis inducida por endotoxina LPS + HU-433 1, 0,1, 0,01, 0,001 mg/kg
Figura 5 Uveitis Experimental LPS+CBD-DMH
Figura 6 Uveitis Experimental LPS+CBD-DMH
CBD-DMH 10 mg/kg
Figura 7 PVR CBD 10 mg/kg
CBD+pC 10 mg/kg + 20 mg/kg
Figura 8 PVR CBD-DMH 10 mg/kg
CBD+pC 10 mg/kg + 20 mg/kg
Figura 9 Hiperalgesia corneal - -
Figura 10 La cauterizacién quimica provoca hipersensibilidad corneal a la capsaicina.
Figura 11 Hiperalgesia corneal CBD-DMH solucién al 5 %
Figura 12 Hiperalgesia corneal CBD-DMH solucién al 5 %

Ejemplo 5: Otros modelos animales de inflamacion intraocular

Modelos con receptor desactivado: Los modelos genéticos de receptor nulo (murino) estan disponibles para las
siguientes dianas del receptor: CB2; Los receptores desactivados (-/-) se usan como controles para una validacion
adicional de las dianas farmacoldgicas en modelos de inflamacion y dolor ocular neuropatico.

Ejemplo 6: analisis in vitro de CBD y CBD-DMH
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|. Materiales y procedimientos
Los procedimientos se modifican de LaPrairie y otros, 2014 a, b.
Cultivo de células

Las células HEK se mantuvieron a 37 °C, 5 % de CO2 en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS) y 10* U.ml! Pen/Strep.

Farmacos

Las reservas de farmacos se compusieron en DMSO [CBD, CBD-DMH y CP 55,940] y se diluyeron a
concentraciones finales de disolvente de 0,1 %. CBD y CP 55.940 fueron adquiridos de Tocris Bioscience (Bristol,
Reino Unido).

CP 55,940 es un agonista completo (ortostérico) de CB1 y CB2, que se usa cominmente en estudios de la actividad
de compuestos en estos receptores. Este agonista se une a CB1 y CB2 para activar al maximo el receptor y las
rutas de sefalizacion acopladas a proteina G con las alteraciones resultantes en las moléculas de sefializacion
aguas abajo y los cambios funcionales.

Transferencia On- e In-cell™

Para los analisis de transferencia In-cell™, las células se fijaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con
paraformaldehido al 4 % y se lavaron tres veces con PBS 0,1 M durante 5 minutos cada una. Las células se
incubaron con solucién de bloqueo (PBS 0,1 M, suero de cabra normal al 5 %, TritonX-100 al 0,3 %, en dH20)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células se trataron con anticuerpo primario diluido en tampén de
dilucién de anticuerpos [PBS 0,1 M, BSA al 1 % (p/v), TritonX-100 al 0,3 %, en dH20] durante la noche a 4 °C. Las
soluciones de anticuerpos primarios fueron: pERK1/2(Tyr205/185) (1:200), ERK1/2 (1:200), pPLCB3(S537) (1:500),
PLCR3 (1:1.000) o B-actina (1:2.000; Santa Cruz Biotechnology). Las células se lavaron tres veces con PBS 0,1 M
durante 5 minutos cada una. Las células fueron incubadas en IRCW800dye (1:500; Rockland Immunochemicals,
Gilbertsville, PA, Estados Unidos) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron tres veces con
PBS 0,1 M durante 5 minutos cada una. Las células se dejaron secar al aire durante la noche.

Los datos de In-cell™ se recolectaron mediante el uso del sistema y el software Odyssey Imaging (version 3.0; Li-
Cor, Lincoln, NE, Estados Unidos).

Analisis estadistico

La bondad de ajuste a los modelos de regresion no lineal se probé en GraphPad (v. 5.0, Prism). Las curvas de
concentracion frente a respuesta (CRC) se muestran en cada figura de acuerdo con el modelo con el mejor ajuste.
Se obtuvieron estadisticas farmacoldgicas a partir de modelos de regresion no lineal. Los analisis estadisticos fueron
analisis de varianza de dos vias (ANOVA), como se indicd, mediante el uso de GraphPad. La homogeneidad de la
varianza se confirmé mediante el uso de la prueba de Bartlett. El nivel de significacion se establecié en P < 0,001 o <
0,01, como se indica. Los resultados se informan como la media + el error estandar de la media (SEM) o la media y
el intervalo de confianza del 95 %, como se indica, de al menos 4 experimentos independientes.

Il. Resultados y discusién

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 13A-C y las Tablas 4-6. Los resultados indican que CBD-
DMH es un modulador alostérico positivo (Christopoulos y Kenakin, 2002) de la sefalizacion de proteina G
dependiente de CB2 y mejora la potencia y la eficacia del agonista ortostérico CB2, CP55940, para activar las vias
de sefalizacion de la proteina G acoplada a CB2 (resumidas en las Tablas 4-6). CBD-DMH no activa CB2 en
ausencia del agonista ortostérico, CP55940. En estos ensayos, el CBD es un agonista parcial de la sefializaciéon de
proteina G dependiente de CB2 (resumida en las Tablas 4-6).

Las siguientes tablas muestran los valores de CEso media y Emax/Emin para los efectos de CBD-DMH y CBD en la
fosforilacion de ERK Gaio dependiente de CP55,940, la fosforilaciéon de AMPc y PLCB3 Gag.
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Tabla 4: ERK (Gaijo)

ECso (nM) £ SEM Emax (%) £ SEM*
CP55,940 + CBD-DMH 1 uM| 135,70 + 22,58 117,17 + 12,01
CP55,940 + CBD 1 uM 865,40 + 6,62 97,36 + 7,09
CB: CBD-DMH - -
CBD| 1.286,00 + 22,98 -

CBD-DMH + CP55,940 500 nM

39,90 + 64,98

113,11 £ 22,96

CBD + CP55,940 500 nM

348,70 + 78,69

46,83 £ 12,33

*Calculado como un porcentaje de la respuesta maxima al agonista CP 55,940

Tabla 5: PLCB3 (Gag)

ECso (nM) £ SEM Emax (%) £ SEM*
CP55,940 + CBD-DMH 1 uM| 185,30 + 18,43 114,37 + 17,06
CP55,940 + CBD 1 uM 609,50 + 5,93 95,98 + 12,36
CB: CBD-DMH - -
CBD 977,90 + 7,80 51,68 + 7,04
CBD-DMH + CP55,940 500 nM 196,70 + 9,24 102,01 + 6,32
CBD + CP55,940 500 nM| 699,30 + 11,80 43,59 + 3,98

*Calculado como un porcentaje de la respuesta maxima al agonista CP 55,940

Tabla 6: AMPc

ECso (nM) + SEM

Emin ((%) * SEMT

CP55,940 + CBD-DMH 1 uM 48,27 + 37,49 153,24 + 23,13
CP55,940 + CBD 1 uM 31,39 £ 31,37 103,01 £ 12,64

CB: CBD-DMH - -
CBD 237,30 + 47,55 928,15 + 24,61

CBD-DMH + CP55,940 500 nM

241,85 + 48,33

475,19 + 11,91

CBD + CP55,940 500 nM

353,96 + 49,37

423,98 + 88,16

55,940

TCalculado como un porcentaje de la inhibicion maxima de AMPc en respuesta al agonista CP

Si bien la presente divulgacion se ha descrito con referencia a lo que actualmente se consideran ejemplos, debe
entenderse que la divulgaciéon no se limita a los ejemplos divulgados. Se contemplan cambios en la forma y la
sustitucion de equivalentes ya que las circunstancias pueden sugerir o hacerlo conveniente. Estos cambios deben
entenderse dentro del espiritu y el ambito de las reivindicaciones adjuntas. Aunque se han empleado términos
especificos en la presente memoria, tales términos estan destinados en un sentido descriptivo y no con fines de
limitacion.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes se incorporan en la presente memoria como referencia
en su totalidad en la misma medida que si cada publicacién, patente o solicitud de patente individual fuera indicada
especificamente e individualmente para ser incorporada como referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente dirigido a CB2 para su uso en el tratamiento de la inflamacién ocular y/o el dolor neuropatico ocular en
un sujeto que lo necesite en el que el agente dirigido a CB2 es CBD-DMH y en el que dicho uso comprende la
administracion ocular de dicho agente al sujeto.

2. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el CBD-DMH es para su uso
en combinacién con un agente agonista de CB2 y un agente agonista parcial de CB2, en donde el agente agonista
de CB2 es HU-433, HU-308 o B-cariofileno y el agente agonista parcial de CB2 es CBD.

3. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente dirigido a CB2 es
para su uso en el tratamiento de la inflamacién ocular.

4. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la
inflamacion ocular es provocada por una enfermedad ocular.

5. El agente dirigido a CB2 para su uso ocular de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la enfermedad ocular
provoca inflamacion intraocular.

6. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la enfermedad ocular es
uveitis, uveorretinitis o vitreorretinopatia proliferativa.

7. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la enfermedad ocular es
inflamacion corneal.

8. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el sujeto tiene una
enfermedad ocular que provoca dolor y pérdida de vision, y el agente reduce el dolor y/o reduce la pérdida de vision.

9. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el agente dirigido a CB2 es
para su uso en el tratamiento del dolor neuropatico ocular.

10. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso topico
ocular.

11. El agente dirigido a CB2 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el
sujeto es un ser humano.

12.Una composicién farmacéutica ocular para su uso en el tratamiento de la inflamaciéon ocular y/o el dolor
neuropatico ocular que comprende un agente dirigido a CB2 y un portador adecuado para la administraciéon ocular a
un ojo, en el que dicho agente dirigido a CB2 es CBD-DMH.

13. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que la composiciéon comprende ademas
un agente agonista de CB2 y un agente agonista parcial de CB2, en la que el agente agonista de CB2 es {-
cariofileno, HU-433 o HU-308 y el agente agonista parcial de CB2 es CBD.

14.La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, en la que el portador comprende un
liposoma.

15.La composicidon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en la que la
composicion es una composicion farmacéutica ocular tépica.
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