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DESCRIPCION
Composicién farmacéutica oftalmica, método de preparaciéon de la misma, y aplicacién de la misma
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica oftalmica para uso en la mejora de los sintomas de
la enfermedad del ojo seco (DED) y/o la mejora de la DED y/o el tratamiento de la DED.

Antecedentes

La DED se refiere a una clase de enfermedades causadas por una pelicula lagrimal anormal o una homeostasis de la
superficie ocular, que dan como resultado inestabilidad de la pelicula lagrimal, malestar ocular y discapacidad visual.
Tiene el potencial de causar dafio permanente a la superficie ocular. La DED suele manifestarse como sequedad,
dolor, ardor y picazén en el ojo, asi como sensacién de cuerpo extrafio, vision borrosa, 0jos rojos, fotofobia, lagrimeo,
etc. Las molestias oculares a largo plazo pueden afectar gravemente la calidad de vida del paciente. La DED grave
también puede provocar queratitis, neovascularizacion corneal, Ulceras corneales, e incluso puede amenazar la visién
del paciente y provocar ceguera final. Actualmente, la DED es la enfermedad de la superficie ocular mas comun en
todo el mundo. La investigacion epidemiolégica muestra que la incidencia de DED oscila de 5,5% a 33,7% en el mundo,
y 21% a 30% en China. Se estima que hay mas de 300 millones de pacientes con DED en China. En los (ltimos afios,
con el agravamiento de la contaminacion del aire y el uso cada vez mayor de terminales de video y pantallas digitales,
la prevalencia de DED esta aumentando rapidamente, y se desarrolla a una edad cada vez mas temprana. La DED
puede causar dificultades a los pacientes en su trabajo y actividades diarias, tales como leer, usar computadoras,
mirar televisién, y conducir. Por lo tanto, la DED tiene un impacto negativo significativo en la eficiencia laboral y la
calidad de vida de las personas.

Hay muchos factores que afectan la aparicion y el desarrollo de la DED. Los factores que inducen la DED incluyen la
inflamacién de la superficie ocular, el abuso de drogas, el uso prolongado de lentes de contacto corneales, la
menopausia, el uso prolongado de computadoras, y otros factores inmunolégicos. Los estudios han demostrado que
las principales manifestaciones patolégicas de la DED son una serie de dafios al epitelio de la superficie ocular
inducidos por el estrés ambiental seco después de que se reduce la homeostasis de la pelicula lagrimal, incluido el
deterioro de la funcién de la barrera epitelial corneal, la disminucién de la densidad de las células caliciformes
conjuntivales, la metaplasia escamosa de la superficie ocular, y la inflamacion de la superficie ocular. Actualmente, los
principales tratamientos para la DED incluyen lagrimas artificiales, corticosteroides e inmunosupresores tal como
ciclosporina A (CsA). Las lagrimas artificiales, sin embargo, son sélo un sustituto de las lagrimas naturales, y no tienen
ningun efecto terapéutico. El uso prolongado de corticosteroides y CsA tiene ciertos efectos secundarios téxicos en la
superficie ocular. Hasta el momento, no existe ningln farmaco particularmente eficaz para el tratamiento de la DED
en la practica clinica. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar un farmaco para el tratamiento de la
DED con buena eficacia, uso a largo plazo, y sin efectos secundarios locales ni sistémicos obvios.

El documento WO 2010/107069 A1 describe una composicion oftalmica util para la prevencion y el tratamiento de
enfermedades de la superficie ocular acompafiadas de 0jo seco. La composicién oftalmica descrita alli incluye al
menos un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en alanina, asparagina, glutamina y arginina.

Sumario

La presente invencion estd definida por la reivindicacién independiente 1. Las reivindicaciones dependientes
representan realizaciones adicionales de la invencién.

Esta invenciéon proporciona una composicion farmacéutica oftalmica para uso en la mejora de los sintomas de la DED
y/o la mejora y/o el tratamiento de la DED. La composicion farmacéutica oftalmica de la invencién tiene las ventajas
de causar una irritacién minima, con una alta estabilidad y un buen perfil de seguridad.

En primer lugar, la composicién farmacéutica oftalmica para uso comprende L-alanil-L-glutamina suspendida o disuelta
en una disolucién oftalmica isoosmética aceptable.

Preferiblemente, la concentracion de L-alanil-L-glutamina esta en el intervalo de 0,1-10% (p/v), preferiblemente 1-10%
(p/v), mas preferiblemente 1-5% (p/v), y lo mas preferible 1% (p/v).

Preferiblemente, la disolucién isoosmética se prepara con un agente osmotico;

Preferiblemente, el agente osmético se selecciona de uno o mas de los siguientes: cloruro de sodio, cloruro de potasio,
acido borico, bérax, sulfato de sodio, sulfato de potasio, nitrato de sodio, nitrato de potasio, acetato de sodio, manitol,
glicerina, propilenglicol, hidrocloruro de 2-(4-octilfeniletil}-2-aminopropilenglicol, y glucosa;

Preferiblemente, el agente osmotico se selecciona de uno o ambos de cloruro de sodio y cloruro de potasio;

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 960 069 T3

Preferiblemente, el agente osmético es cloruro de sodio;

Preferiblemente, la concentracién del agente osmoético es 0,01-3% (p/v), preferiblemente 0,1-1% (p/v), mas
preferiblemente 0,4-0,8% (p/v), y lo mas preferible 0,5% (p/v).

Preferiblemente, la composicién farmacéutica contiene opcionalmente un agente bacteriostatico o antimicrobiano;

Preferiblemente, el agente bacteriostatico o antimicrobiano se selecciona de uno o mas de los siguientes: cloruro de
benzalconio, bromuro de benzalconio, acetato de clorhexidina, gluconato de clorhexidina, clorobutanol, alcohol
fenoxietilico, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de etilo, hidroxibenzoato de propilo;

Preferiblemente, el agente bacteriostatico o antimicrobiano se selecciona de uno o mas de los siguientes: cloruro de
benzalconio, cloruro de benzalconio, bromuro de benzalconio, e hidroxibenzoato de etilo.

Preferiblemente, el agente bacteriostatico o antimicrobiano es hidroxibenzoato de etilo;

Preferiblemente, la concentracion del agente bacteriostatico o antimicrobiano es 0,003-0,5% (p/v), preferiblemente
0,01-0,05% (p/v), mas preferiblemente 0,02-0,035% (p/v), lo mas preferible 0,03% (p/v).

Preferiblemente, la composicion farmacéutica incluye opcionalmente un agente modificador de la viscosidad;

Preferiblemente, el agente modificador de |a viscosidad se selecciona de uno o mas de los siguientes: hialuronato de
sodio, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, polietilenglicol, alcohol polivinilico, y povidona;

Preferiblemente, el agente modificador de la viscosidad se selecciona de uno o ambos de hialuronato de sodio y
carboximetilcelulosa de sodio;

Preferiblemente, el agente modificador de la viscosidad es hialuronato de sodio.

Preferiblemente, la concentracion del agente modificador de |a viscosidad es 0,01-0,5% (p/v), preferiblemente 0,05-
0,2% (p/v), mas preferiblemente 0,1-0,15% (p/v), lo mas preferible 0,1% (p/v).

Preferiblemente, la composicion farmacéutica también incluye uno o mas reguladores del pH seleccionados de los
siguientes: dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenofosfato de disodio, dihidrégenofosfato de potasio, hidrogenofosfato
dipotasico, acido bérico, bérax, acido acético, acetato de sodio, acido citrico, citrato de sodio, acido tartarico, tartrato
de sodio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, bicarbonato de sodio, bicarbonato de potasio, hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio, acido clorhidrico, y acido fosférico. El regulador del pH ajusta el valor del pH a 5,0-9,0,
preferiblemente a 6,0-8,0, mas preferiblemente a 6,5-7,5, y lo mas preferible a 7,0;

Preferiblemente, el agente de ajuste del pH se selecciona de uno o mas de los siguientes: carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, e hidroxido de sodio.

Preferiblemente, el agente de ajuste del pH es hidroxido de sodio;
Preferiblemente, la concentraciéon de hidréxido de sodio es 0,25 mol/l.

En segundo lugar, la invencién también proporciona un método para preparar la composicion farmacéutica para uso
descrito anteriormente. El método consiste en las siguientes etapas: suspender o disolver el dipéptido propiénico en
una disolucién isoosmética; ajustar el valor del pH a 5,0-9,0, preferiblemente a 6,0-8,0, mas preferiblemente a 6,5-7,5
y lo mas preferible a 7,0; y filtrar para esterilizar la disolucién con una membrana filtrante microporosa;

Preferiblemente, el método comprende las siguientes etapas: agitar y disolver el agente osmotico con agua para
inyeccion, preferiblemente a 80-90°C, lo mas preferible a 85°C; afiadir L-alanil-L-glutaminay agitar para disolver; afiadir
agua para inyeccion; ajustar el valor del pH a 5,0-9,0 con agente de ajuste del pH, preferiblemente a 6,0-8,0, mas
preferiblemente a 6,5-7,5, lo mas preferible a 7,0; calentar para esterilizar a 100°C; filtrar para esterilizar con una
membrana filtrante microporosa; y llenar en frascos de colirios esterilizados en un entorno de fabricacién aséptico;

Preferiblemente, el método comprende las siguientes etapas: agitar y disolver agentes osmoéticos y agentes
bacteriostaticos o antimicrobianos con agua para inyeccion, preferiblemente a 80-90°C, lo mas preferible a 85°C;
después de disolver, afiadir opcionalmente un agente modificador de la viscosidad mientras se agita y se continda
agitando hasta que se disuelva; afiadir L-alanil-L-glutamina y agitar para disolver; afiadir agua para inyeccion; ajustar
el valor del pH final a 5,0-9,0 con agente de ajuste del pH, preferiblemente a 6,0-8,0, mas preferiblemente a 6,5-7.5,
lo mas preferible a 7,0; calentar para esterilizar a 100°C; filtrar para esterilizar con una membrana filtrante microporosa;
y llenar en frascos de colirios esterilizados en un entorno de fabricacion aséptico;
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La Figura 1 muestra el analisis estadistico de la secrecién lagrimal en ratones. NS representd el grupo normal,
DSS represento el grupo de DED, DSS+Vehiculo representd el grupo de control de disolventes, y DSS+AG
representd el grupo de tratamiento; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;

La Figura 2 muestra las estadisticas del nimero de células caliciformes conjuntivales en ratones. NS
representod el grupo normal, DSS represent6 el grupo de DED, DSS+Vehiculo represento el grupo de DED
de control de disolventes, y DSS+AG represent6 el grupo de tratamiento de DED tratado con preparacién
oftalmica; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;

La Figura 3 muestra el defecto epitelial corneal en ratones. La Figura 3A es una imagen tipica de tincién con
OGD de la cérnea de ratén. La Figura 3B son las estadisticas de la intensidad de fluorescencia de la tincién
con OGD de la cornea de ratén. NS representd el grupo normal, DSS representé el grupo de DED, DSS+
Vehiculo represent6 el grupo de control de disolventes, y DS5+AG representd el grupo de tratamiento de
DED; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Descripcion detallada

Las soluciones técnicas de esta invencion se especificaran en forma de realizaciones a continuacion, pero los
siguientes ejemplos o ejemplos experimentales no limitan el alcance de la presente invencién.

A menos que se especifique lo contrario, las realizaciones en los siguientes ejemplos son métodos convencionales, y
las materias primas y materiales reactivos usados en los siguientes ejemplos son todos productos comercialmente
disponibles.

Ejemplo 1 de Preparacion

1. Composicién farmacéutica

{Cloruro de sodio

‘L-Alanil-L-Glutamina

iAgua para inyeccion

‘pH

iHialuronato de sodio

..............................................................................................................................................................................................................................

..................................................................................................................................................................................................................................

10,0 g

{Afiada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

§Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. Método de preparacion

Pese el cloruro de sodio y el hidroxibenzoato de etilo, afiada luego 800 ml (85°C) de agua y agite para disolver.
Después de disolver, afiada hialuronato de sodio mientras agita, y continlie agitando hasta que se disuelva, afiada
después L-alanil-L-glutamina y agite para disolver. Afiada agua hasta alcanzar un volumen total de 1000 ml, afiada
después hidréxido de sodio para ajustar el valor del pH a 7,0. Hierva y esterilice a 100°C durante 30 minutos, filtre
después con una membrana de filtro microporosa de 0,22 um, y dispense asépticamente en frascos cuentagotas
esterilizados, 5 ml/frasco.

Ejemplo 2 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica

...................................................................................................................................................................................................................................

iHiaIuronato de sodio 129

?Hidroxibenzoato de etilo 03 g

?Cloruro de sodio 50 g

L-Alanil-L-Glutamina 029

?Agua para inyeccion §Aﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH §Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

4
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2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacién
5 Ejemplo 3 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica

?Hialuronato de sodio x|
?Hidroxibenzoato de etilo 10,35¢
?Cloruro de sodio 049
L-Alanil-L-Glutamina 50,0 g
?Agua para inyeccion fiada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
ipH §Ajuste el pH a 7,5 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l
T
2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 4 de Preparacién
15
1. Composicion farmacéutica
?Hialuronato de sodio 1.09
?Hidroxibenzoato de etilo 02 g
?Cloruro de sodio 20 g
'L-Alanil-L-Glutamina 10,0 g
iAgua para inyeccion | Afiada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH §Ajuste el pH a 6,5 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l
20

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 5 de Preparacién

25 1. Composicion farmacéutica

?Hialuronato de sodio 20 g

?Hidroxibenzoato de etilo 05 g

?Cloruro de sodio 110,09

L-Alanil-L-Glutamina 1100,0 g

?Agua para inyeccion §Aﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH §Ajuste el pH a 8,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

30 2. El método de preparacién es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 6 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica
35
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:,59

,19
:,Og

10,0 ¢

flada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

:Ajuste el pH a 6,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.

Ejemplo 7 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica

Hialuronato de sodio

150

?Hidroxibenzoato de etilo

5049

iCloruro de sodio

130,0 g

L-Alanil-L-Glutamina

1100,0 g

?Agua para inyeccion

§Aﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.

Ejemplo 8 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica

Hialuronato de sodio

01g

?Hidroxibenzoato de etilo

10,039

iCloruro de sodio

01g

L-Alanil-L-Glutamina

11,09

?Agua para inyeccion

gAﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

pH

§Ajuste el pH a 5,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.

Ejemplo 9 de Preparacién

1. Composicion farmacéutica

‘L-Alanil-L-Glutamina

?Agua para inyeccion

§Aﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

PH

§Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l
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2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 10 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Hialuronato de sodio 1,09

HIdrOXIbenzoatOdeetllo ........................... OSg ......................................................................................................................................................
Clorurodesodlo ............................................... | Og ......................................................................................................................................................
LAIan|ILG|utam|na .................................. 5009 ...................................................................................................................................................

?Agua para inyeccion flada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R e R e R e R R R e R e

ﬁpH §Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 11 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Hialuronato de sodio 1.09
?Hidroxibenzoato de etilo 03 g
?Cloruro de sodio 50 g
L-Alanil-L-Glutamina 1100,0 g

iAgua para inyeccion fiada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

?pH §Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. El método de preparacion es el mismo que el del Ejemplo 1 de Preparacion.
Ejemplo 12 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Carboximetilcelulosa de sodio 1.09

?Cloruro de benzalconio 03 g

?Cloruro de potasio 50 g

L-Alanil-L-Glutamina 110.0 g

?Agua para inyeccion éAﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH éAjuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. Método

Pese el cloruro de potasio y el cloruro de benzalconio, afiada entonces 800 ml de agua para inyeccion (85°C) y agite
para disolver. Después de disolver, afiada carboximetilcelulosa de sodio mientras agita, y continle agitando hasta que
se disuelva. Afiada L-alanil-L-glutamina y agite para disolver, afiada después agua hasta alcanzar un volumen total de
1000 ml. Afiada hidréxido de sodio para ajustar el pH a 7,0 y caliente para esterilizar a 100°C durante 30 minutos, filtre
entonces con una membrana de filtro microporosa de 0,22 um y dispense asépticamente en frascos cuentagotas
esterilizados, 5 ml/frasco.
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Ejemplo 13 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Carboximetilcelulosa sbdica 109

?Bromuro de benzalconio 03 g

?Cloruro de potasio 50 g

L-Alanil-L-Glutamina 110.0 g

?Agua para inyeccion éAﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH éAjuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. Método

Pese el cloruro de potasio y el bromuro de benzalconio, afiada entonces 800 ml de agua (85°C) y agite para disolver.
Después de disolver, afiada carboximetilcelulosa de sodio mientras agita, y continlie agitando hasta que se disuelva.
Afada L-alanil-L-glutamina y agite para disolver, afiada después agua hasta alcanzar un volumen total de 1000 ml.
Afada hidréxido de sodio para ajustar el pH a 7,0, y hierva para esterilizar a 100°C durante 30 minutos. Filtre con una
membrana de filtro microporosa de 0,22 um, y dispense asépticamente en frascos cuentagotas esterilizados, 5
ml/frasco.

Ejemplo 14 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Hidroxibenzoato de etilo 03 g

Cloruro de sodio 509

iL-Alanil-L-Glutamina 10,0 ¢

iAgua para inyeccion fiada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

‘pH :Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. Método

Pese el cloruro de potasio y el hidroxibenzoato de etilo, afiada entonces 800 ml de agua para inyeccion (85°C) y agite
para disolver. Después de disolver, afiada L-alanil-L-glutamina y agite para disolver, filtre después con una membrana
de filtro microporosa de 0,22 um, y dispense asépticamente en frascos cuentagotas esterilizados, 5 ml/frasco.
Ejemplo 15 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Hialuronato de sodio 1.09

?Cloruro de sodio 50¢

L-Alanil-L-Glutamina 10,0 g

?Agua para inyeccion Afada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml

§Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l
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Pese el cloruro de sodio, afiada entonces 800 ml de agua (85°C) y agite para disolver. Después de disolver, afiada
hialuronato de sodio mientras agita, y continlie agitando hasta que se disuelva, afiada después L-alanil-L-glutamina y
agite para disolver. Ajuste el pH a 7,0, caliente para esterilizar a 100°C durante 30 minutos, filtre después con una
membrana de filtro microporosa de 0,22 um, y dispense asépticamente en frascos cuentagotas esterilizados, S
ml/frasco.

Ejemplo 16 de Preparacion

1. Composicion farmacéutica

?Cloruro de sodio 50 g

L-Alanil-L-Glutamina 110,0g

?Agua para inyeccion §Aﬁada agua hasta que el volumen total alcance 1000 ml
?pH §Ajuste el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 0,25 mol/l

2. Método

Pese el cloruro de sodio, afiada entonces 800 ml de agua para inyeccion (85°C) y agite para disolver. Después de
disolver, afiada L-alanil-L-glutamina y agite para disolver, filtre después con una membrana de filtro microporosa de
0,22 um, y dispense asépticamente en frascos cuentagotas esterilizados, 5 ml/frasco.

Ejemplo experimental
Métodos de experimentacién con animales:
(1) Establecimiento del modelo de DED en ratones y su tratamiento de agrupaciéon

Se dividieron aleatoriamente ratones C57/BL hembra sanos de 10-12 semanas en 4 grupos: Grupo normal (NS), grupo
de DED (DSS), grupo de control de vehiculo para ojo seco (DS5+Vehiculo), y grupo de tratamiento del ojo seco (DSS
+AG).

Establecimiento del modelo de DED de ratén: los ratones se mantuvieron en un ambiente seco (humedad relativa:
<40%, temperatura: 21-23°C) e inyeccioén subcutanea de hidrobromuro de escopolamina (0,5 mg/0,2 ml, 200 pl cada
uno, 4 veces al dia durante 5 dias consecutivos), se induje exitosamente ratones con DED.

Ratones en el grupo Normal (NS): El grupo NS incluia ratones normales. Este grupo de ratones no fue tratado con
colirios, y se mantuvo en un ambiente estandar a una temperatura de 21-23°C y una humedad relativa del 50-60%.

Ratones del grupo de DED (DS5): Los ratones con DED en el grupo con DED no recibieron tratamiento con colirios,
se mantuvieron en un ambiente con una temperatura de 21-23°C y una humedad relativa inferior al 40%, y recibieron
una inyeccion subcutanea de hidrobromuro de escopolamina (0,5 mg/0,2 ml, 200 pl cada vez, 4 veces al dia durante
5 dias consecutivos).

Ratones en el grupo de control de vehiculo para ojo seco (grupo control de sélo disolvente) (DS5 + Vehiculo):
los ojos de ratones con DED en este grupo recibieron el colirio de Control de Vehiculo (1 gota cada vez, 4 veces al
dia, con un intervalo de 4 horas cada vez durante 5 dias). Los ratones se mantuvieron en un ambiente seco (humedad
relativa: <40%, temperatura: 21-23°C).

Ratones en el grupo de tratamiento del ojo seco (DS5+AG): Los ojos de ratones con DED se trataron con las
formulaciones oftalmicas preparadas en los Ejemplos 1-16 de Preparacion (1 gota cada vez, 4 veces al dia, con un
intervalo de 4 horas cada vez, y el tratamiento continué durante 5 dias). Los ratones se mantuvieron en un ambiente
seco (humedad relativa: <40%, temperatura: 21-23°C).

El manejo de los animales durante el experimento se realizé de conformidad con las "Opiniones orientativas sobre el
tratamiento de animales de experimentacién” emitidas por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia.

(2) Determinacion de indicadores relacionados

Después del tratamiento de los ratones de cada grupo, los ratones se examinaron. Cada examen se realiz por la
misma persona y la hora, el lugar, la iluminacién y la temperatura fueron los mismos para cada examen.
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La secrecion lagrimal, la tincién corneal con Verde de Oregon-dextrano (OGD), y el nimero de células caliciformes
conjuntivales se analizaron con los ratones en cada grupo.

(D) Prueba de hilo de algodén con rojo fenol para detectar la cantidad de secrecion lagrimal

La cantidad de secrecion lagrimal se detecté mediante algodén con fenolamina (Zone-Quick; Lacrimedics, Eastsound,
WA). Bajo la lampara de hendidura, el hilo de algodén fendlico se coloco en el fondo de saco conjuntival inferior del
canto lateral de ratones con pinzas oftalmicas. 15 segundos después, se midi6 la longitud de la tincion del hilo de
algodén fendlico con una regla milimétrica, y se registré. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Secrecién lagrimal (mm)

Ejemplo de i Grupo normal Grupo DED Grupo de control de disolventes Grupo de tratamiento
preparacion (NS) (DSS) (DS5+Vehiculo) (DS5+AG)
1 4 . 086 | 1,85 3,04
2 : : 1,71 2,66
3 1,75 2,57
4 1,73 2,90
5 1,58 2,45
6 1,64 2,80
7 1,54 2,40
8 1,55 2,35
9 1,85 2,53
10 1,85 2,58
..................... 11 185254
12 ............................... 153270 ...................
..................... 13 152268
14 ............................... e
..................... 15 176283
16 ............................... ————

(2) Tincién con OGD para detectar la funcion de |a barrera epitelial corneal:

Se aplicaron 0,5 pl de OGD (50 mg/ml, peso molecular 70.000; Invitrogen) al saco conjuntival inferior de los ratones,
los ratones se sacrificaron, y la conjuntiva se enjuagé con 1 ml de disolucion salina, y después, bajo un microscopio
de fluorescencia in vivo (AZ100, Nikon), se analizé y fotografié la tincién de fluorescencia del epitelio corneal. La
intensidad de fluorescencia de la tincion corneal se midié y registro utilizando el software NIS-element. Los resultados
se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Intensidad de fluorescencia de tincién (u.a.)

Ejemplo de i Grupo normal Grupo DED Grupo de control de disolventes Grupo de terapia
preparacion (NS) (DSS) (DS5+Vehiculo) : (DS5+AG)
...................... 1687 190916491076
...................... 2 16581123
...................... 3 16731153
...................... — 16641088
...................... 5 16891181
6 16,90 11,05
7 17,11 11,93
8 17,24 12,03

10
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Ejemplo de Grupo normal Grupo DED Grupo de control de disolventes Grupo de terapia
preparacion (NS) (DSS) (DS5+Vehiculo) (DS5+AG)
9 16,49 11,70
10 16,49 11,40
11 16,49 11,74
..................... 12 17451120
13 ..................... ............................. 1750 ................................................... ; 117 ................
..................... 14 17621223
15 ..................... ............................. 1720 ................................................... ; 115 ................
..................... 16 17701234

(3) Medida del nimero de células caliciformes:

Las muestras de tejido ocular se fijaron con formalina al 10%, se embebieron en parafina, y se seccionaron. Las
secciones se tifieron con reactivo de acido periédico de Schiff (PAS). Se usd Nikon Nikon eclipse 50i para recolectar
iméagenes, y se contd el nimero de células caliciformes conjuntivales. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Numero de células caliciformes en la conjuntiva

Ejemplo de i Gruponormal i Grupo DED Grupo de control de disolventes Grupo de tratamiento
preparacion (NS) (DSS) (DS5+Vehiculo) (DS5+AG)
1 103,6 68,19 182,48 11035
2 : . 80,73 L 197,44
3 80,52 L 197,26
4 79,23 i 1101,8
5 77,34 L1933
6 76,90 {1995
7 75,12 927
8 75,46 i 93,02
.............. g e S
e = 8248 G
.............. e T
S P R— = e
.............. Fau— e
IR = 7264 G
.............. TR R
e = e S P

Andlisis de resultados experimentales:

Ademas, para los experimentos anteriores, esta invencién también analiza los datos de los Ejemplosi, 9-11 de
Preparacion, como se muestra en las Figuras 1-3, en las que:

Los resultados de la Figura 1 mostraron que la secrecién lagrimal de los ratones en el grupo de DED (DSS) disminuyo
significativamente tras la induccién de DED; la secrecion lagrimal de los tres grupos de tratamiento (DS5+AG) fue
significativamente mayor que la del grupo de control de vehiculo (DS5+Vehiculo), y el grupo de tratamiento de DED
(DS5+1%AG) tratado con 1% de L-alanil-L-glutamina tuvo el efecto mas significativo, ***P<0,001.

11
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Los resultados en la Figura 2 mostraron que el niumero de células caliciformes conjuntivales en los ratones del grupo
de DED (DSS) disminuy®¢ tras la induccién de DED, y el efecto fue muy significativo en el grupo de L-alanil-L-glutamina
al 1% (caso de preparacion 1), *P<0,05.

Los resultados de la Figura 3 mostraron que habia una tincién de OGD evidente en la cornea del grupo de ojo seco
(DSS) después del modelado, y la tincién de OGD de los tres grupos de tratamiento (DSS+AG) fue significativamente
menos visible que la del grupo de control de vehiculo (DS5+Vehiculo), y el efecto fue mas significativo en el grupo de
L-alanil-L-glutamina al 1% (caso de preparacion 1), * P<0,001.

Debe entenderse que la invencién descrita aqui no se limita a metodologias, protocolos o reactivos especificos, ya

que estos son modificables. La discusion y los ejemplos proporcionados aqui se presentan para ilustrar realizaciones
especificas, y no pretenden limitar el alcance de la invencién, que esta limitada Gnicamente por las reivindicaciones.

12
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica oftalmica que comprende L-alanil-L-glutamina suspendida o disuelta en una
disolucién isoosmética que es adecuada para 0jos, para uso en un método para aliviar los sintomas de la enfermedad
del ojo seco (DED) y/o mejorar la DED y/o tratar la DED en un paciente que lo necesita, comprendiendo el método
administrar al paciente dicha composicién farmacéutica.

2. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 1, en la que la concentracion de L-alanil-L-glutamina es
0,1-10% (p/v) de la composicion.

3. La composicién farmacéutica para uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la que la disolucién isoosmética
comprende un agente osmotico.

4. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 3, en la que el agente osmotico se selecciona del grupo
que consiste en cloruro de sodio, cloruro de potasio, acido bérico, bérax, sulfato de sodio, sulfato de potasio, nitrato
de sodio, nitrato de potasio, acetato de sodio, manitol, glicerina, propilenglicol, hidrocloruro de 2-(4-octilfeniletil}-2-
amino-propilenglicol, glucosa, y combinaciones de los mismos.

5. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 3 o la reivindicacion 4, en la que la concentracién del
agente osmoético es 0,01-3% (p/v) de la composicion.

6. La composicion farmacéutica para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la composicion
farmacéutica comprende ademas un agente bacteriostatico o antimicrobiano.

7. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 6, en la que el agente bacteriostatico o antimicrobiano
se selecciona del grupo que consiste en cloruro de benzalconio, bromuro de benzalconio, acetato de clorhexidina,
gluconato de clorhexidina, clorobutanol, alcohol fenoxietilico, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de etilo,
hidroxibenzoato de propilo, y combinaciones. del mismo.

8. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 6 o la reivindicacioén 7, en la que la concentracién del
agente bacteriostatico o antimicrobiano es 0,003 - 0,5% (p/v) de la composicion.

9. La composicién farmacéutica para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que la composicién
farmacéutica comprende ademas un agente modificador de la viscosidad.

10. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 9, en la que el agente modificador de la viscosidad se
selecciona del grupo que consiste en hialuronato de sodio, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, polietilenglicol,
alcohol polivinilico, povidona, y combinaciones de los mismos.

11. La composicién farmacéutica para uso de la reivindicacion 9 o la reivindicacién 10, en la que la concentracion del
agente modificador de la viscosidad es 0,01-0,5% (p/v) de la composicion.

12. La composicion farmacéutica para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que la composicién
farmacéutica comprende ademas uno o mas reguladores del pH.

13. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 12, en la que el regulador del pH se selecciona del
grupo que consiste en dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenofosfato de disodio, dihidrogenofosfato de potasio,
hidrogenofosfato de dipotasio, acido boérico, bérax, acido acético, acetato de sodio, acido citrico, citrato de sodio, acido
tartarico, tartrato de sodio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, bicarbonato de sodio, bicarbonato de potasio,
hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, acido clorhidrico, acido fosférico, y combinaciones de los mismos, en la que
opcionalmente el pH de la composicién farmacéutica es 5,0-9,0.

14. Un método para preparar la composicion farmacéutica para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13,

comprendiendo el método suspender o disolver L-alanil-L-glutamina en una disolucién isosmética; ajustar el pH a 5,0-
9,0; y filtrar para esterilizar la disolucién resultante con una membrana de filtro microporosa.
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Figura 2
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