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DESCRIPCION
Composiciones oftalmicas y métodos de uso de las mismas
Solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional neozelandesa numero NZ-705727,
presentada el 5 de marzo de 2015.

Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a composiciones y a métodos Utiles para el tratamiento y/o la prevencion de
afecciones oculares. Concretamente, la descripcion se refiere a composiciones y a métodos que pueden utilizarse
para aumentar y regenerar la cornea, y para corregir errores refractivos del ojo.

Antecedentes de la invencion

Antes se creia que las células diferenciadas renunciaban a su capacidad de regresion a un estado anterior. Sin
embargo, este punto de vista ha sido cuestionado por la induccion de células madre pluripotentes (reprogramacion
celular) y las pruebas que demuestran que las células diferenciadas pueden cambiar a otro fenotipo (Takahashi y
Yamanaka 2006; Wemig y col. 2007; Yamanaka y Blau 2010; Gurdon y Melton 2008; Peran y col. 2011). Ademas,
ahora se cree que el microentorno de las células, que incluye las células circundantes, la matriz extracelular y los
factores de crecimiento y diferenciaciéon, desempefia un papel importante en la reorientacion de la diferenciacion
celular (Hakelien y Collas 2002). Con esta informacion, los investigadores han empezado a desarrollar tratamientos
que utilizan tecnologias de reprogramacion celular y células madre.

La cérnea del ojo representa mas de dos tercios de la potencia refractiva total del ojo (potencia de enfoque). Incluso
pequefios cambios en la forma de la cérnea pueden tener un efecto dramatico en la claridad con la que una imagen
se enfoca en la retina. La capa estromal de la cornea (la superficie frontal transparente del ojo) comprende la mayor
parte del tejido corneal y esta compuesta por laminillas muy organizadas formadas por fibrillas de colageno
fuertemente empaquetadas, principalmente de colageno de los tipos | y V (Marshall y col. 1993). La estructura uUnica
de la capa estromal como resultado de la alineacion uniforme de las fibrillas de colageno confiere a la cornea las
propiedades de tenacidad y transparencia (Funderburgh 2000).

Cuando las células estromales (los queratocitos corneales) se extraen de la cérnea y se cultivan en monocapa, presentan
las caracteristicas morfolégicas de los fibroblastos y pasan de ser células estrelladas a células multinucleadas de forma
fusiforme (Funderburgh y col. 2001). Otro fenotipo comunmente observado de los queratocitos es la forma de
miofibroblasto que se observa en la cérnea tras una lesion (Jester y col. 1987). Se cree que los cambios en los factores
de crecimiento y citocinas exdgenos provocan estos cambios fenotipicos (Funderburgh y col. 2001).

Se sabe que los factores de crecimiento de la familia de TGFf son los inductores mas potentes de la diferenciacion
condrogénica (cartilago) (Heng, Cao y Lee 2004; Johnstone y col. 1998; Menetrey y col. 2000). EI TGFB1 estimula la
sintesis de colagenos y fibronectina por los fibroblastos de embrién de pollo (Ignotz y Massague 1986). En el caso de
los queratocitos, se sabe que el TGFB1 y el TGFB2 provocan la deposicién de MEC asociada a la cicatrizacion,
posiblemente debido a la conversidon de los queratocitos en el fenotipo de miofibroblasto (Funderburgh, Mann,
Funderburgh, Corpuz, y Roth 2001). Por el contrario, se ha demostrado que el TGFB3 induce a los fibroblastos
corneales a producir depositos de MEC compuesta por colageno de tipo | sin fibrosis ni cicatrices (Karamichos,
Hutcheon y Zieske 2011). También se sabe que ciertos compuestos quimicos no proteinicos como la dexametasona
(Johnstone, Hering, Caplan, Goldberg y Yoo 1998), el acido ascérbico (Farquharson, Berry, Barbara Mawer, Seawright
y Whitehead 1998) y el etanol (Kulyk y Hoffman 1996) promueven la diferenciacion condrogénica in vitro.

La cérnea puede verse afectada por diversos trastornos, como defectos, lesiones, enfermedades y trastornos
degenerativos. La miopia es el resultado de una curvatura excesiva de la cérnea, de modo que la luz que entra en
el ojo se enfoca por delante de la retina. Es la deficiencia visual mas prevalente en todo el mundo y afecta a la
vision del 70 al 90 % de las personas en algunos paises asiaticos y del 30 al 40 % en Europa y Estados Unidos
(Frederick 2002). En la mayoria de los casos, la miopia aparece por primera vez en nifios en edad escolar y progresa
hasta los 20 afios aproximadamente. También se asocia a una mayor prevalencia de degeneracion macular,
desprendimiento de retina y glaucoma en la edad adulta (Ebenstein y Pruitt 2006).

La miopia suele corregirse con gafas graduadas o lentes de contacto. Sin embargo, estos dispositivos no
proporcionan un tratamiento permanente para la afeccién, y no son adecuados para su uso durante determinadas
actividades. Las lentes de contacto también se asocian a infecciones oftalmicas y a afecciones mas graves, como
abrasiones y ulceras corneales. En determinadas circunstancias, la cirugia refractiva o la ortoqueratologia estan
indicadas para la miopia. Aun asi, estos tratamientos solo proporcionan una correccién temporal de la miopia de
leve a moderada; no son tratamientos permanentes y no son adecuados para casos graves.
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El queratocono es una distrofia corneal extatica asociada al adelgazamiento del estroma y a la alteracion de la porcion de la
cérnea conocida como capa de Bowman. El adelgazamiento progresivo del estroma corneal suele producirse a lo largo de
décadas y da lugar a que la cornea desarrolle una forma conica. Esto provoca un deterioro de la visién debido al astigmatismo
irregular y a la miopia. La patogénesis del queratocono sigue siendo desconocida, pero se ha asociado a factores como el
frotamiento constante de los ojos y el uso de lentes de contacto (Krachmer, Feder y Belin 1984; Sherwin y Brookes 2004).
Puede aparecer ya en la pubertad y seguir progresando hasta la tercera o cuarta década de la vida.

La incidencia del queratocono se ha estimado en aproximadamente 1 de cada 2000 en la poblacién general de todo
el mundo (Rabinowitz 1998), sin predileccién por ninguno de los sexos. Dado que el queratocono suele aparecer en
los primeros afios de la edad adulta y se prolonga hasta la edad en que se tienen mayores ingresos y se cria a los
hijos, la pérdida de calidad de vida y la carga econdmica que supone el tratamiento del queratocono representan un
importante problema de salud publica. El queratocono es una indicacion importante para el trasplante de cérnea en el
mundo occidental, y los investigadores han determinado que constituye el 28,8 % de los trasplantes de cérnea en
Francia (Legeais y col. 2001) y del 11,4 % al 15,4 % en Estados Unidos (Cosar y col. 2002; Dobbins y col. 2000). En
Nueva Zelanda existe una prevalencia inusualmente alta de queratocono, con una incidencia desproporcionadamente
alta en las poblaciones polinesia y maori (Patel y col. 2005; Patel y McGhee 2013). En Nueva Zelanda,
aproximadamente el 50 % de todos los trasplantes de cérnea realizados son por queratocono (Edwards y col. 2002).

A pesar de varios estudios sobre el queratocono, el proceso bioquimico subyacente sigue siendo poco conocido. La
incidencia familiar del queratocono sugiere que uno de los factores etioldgicos es genético (Ihalainen 1985). La enfermedad
también se ha relacionado con determinados factores bioquimicos y biomecanicos. Por ejemplo, se ha determinado que el
adelgazamiento corneal del queratocono es consecuencia de la pérdida de componentes de la matriz extracelular (MEC).
Sin embargo, esto podria deberse a su destruccion, a su formacion defectuosa o a una combinacion de ambas (Klintworth
y Damms 1995; Klintworth 1999; Jhaniji y col. 2011). En el estroma corneal, los cambios asociados al queratocono incluyen
una disminucién del nimero de laminillas y queratocitos (Ku, Niederer, Patel, Sherwin y McGhee 2008; Sherwin & Brookes
2004), y cambios en la organizacion de las laminillas y la distribucién de la masa fibrilar de colageno (Meek y col. 2005).

Se cree que la degradacién de la capa estromal podria deberse a una actividad enzimatica proteolitica aberrante
(Fukuchi, Yue, Sugar y Lam 1994). Se sabe que las coérneas con queratocono tienen niveles reducidos de
inhibidores enzimaticos y un nivel aumentado de enzimas degradativas (Kenney y Brown 2003). Los factores
biomecanicos incluyen el adelgazamiento y la disminucion de la rigidez de la cérnea debido al dafio oxidativo
causado por la radiacion ultravioleta y los traumatismos mecanicos (Kenney y Brown 2003). La investigacion
biomecanica de las cérneas queratoconicas ha revelado una disminucion de la elasticidad y rigidez; sin embargo,
se desconocen las razones (Edmund 1988). Se ha sugerido que una reduccién de los enlaces cruzados del
colageno podria ser la causa (Wollensak y Buddecke 1990). En la actualidad no existe ningin modelo animal
satisfactorio para el queratocono y las investigaciones se han limitado en gran medida a un entorno ex vivo.

Dependiendo de la gravedad de la afeccidn, los intentos de ralentizar la progresiéon del queratocono incluyen el uso
de gafas especiales y lentes de contacto. En casos graves, son necesarios implantes corneales, anillos intraestromales
o trasplantes de cérnea (Jhanji, Sharma y Vajpayee 2011). La queratoplastia penetrante, un procedimiento mediante
el que se extirpa todo el grosor de la cornea y se sustituye por tejido corneal de un donante, es el procedimiento
quirdrgico mas utilizado para tratar los casos avanzados de queratocono (Rabinowitz 1998). El queratocono es la
principal indicacién para la cirugia de trasplante de cérnea en todo el mundo, y aproximadamente un 12-20 % de los
afectados por queratocono requieren un trasplante de cérnea (Pramanik, Musch, Sutphin y Farjo 2006).

Las primeras opciones de tratamiento del queratocono, como las lentes permeables al gas personalizadas conocidas como
lentes Rose K, se han centrado en mejorar la agudeza visual. Los tratamientos mas recientes pretenden ralentizar la
progresion de la enfermedad. Un tratamiento conocido como reticulacion de colageno corneal (CXL) pretende aumentar la
rigidez y la estabilidad biomecanica de la cérnea. En este procedimiento, se desbrida el epitelio, se administran gotas tépicas
de riboflavina y se exponen las cérneas a luz ultravioleta A a 370 nm durante aproximadamente 30 minutos (Ashwin y
McDonnell 2010; G. Wollensak, Spoerl y Seiler 2003). Se cree que la luz UV-A activa la riboflavina produciendo asi especies
reactivas de oxigeno que inducen la formacién de enlaces covalentes entre las moléculas de colageno del estroma corneal
(Spoerl, Huhle y Seiler 1998; G. Wollensak y col. 2003). Sin embargo, este procedimiento no se recomienda para el
tratamiento de corneas con un espesor inferior a 400 pm debido a la posibilidad de que se produzcan dafios en las células
endoteliales. Aunque este tratamiento da lugar a una cérnea mas rigida, no aborda el problema del adelgazamiento corneal.

Por lo tanto, existe una necesidad constante de composiciones y métodos terapéuticos para tratar afecciones
oculares, incluidas las que afectan a la cornea. Existe una necesidad particular de terapias que sean relativamente
no invasivas y de facil administracion.

Descripcion detallada de la invencién

La siguiente descripcidon expone numerosas configuraciones, parametros y similares ilustrativos. Debe reconocerse,

sin embargo, que dicha descripcion no pretende ser una limitacion del alcance de la presente invencion, sino que
se proporciona como una descripcion de realizaciones ilustrativas.
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Definiciones

En cada caso en la presente memoria, en las descripciones, aspectos, realizaciones y ejemplos de la presente
invencion, los términos “que comprende”, “que incluye”, etc., deben leerse en sentido amplio, sin limitaciones. Por
lo tanto, a menos que el contexto requiera claramente lo contrario, a lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones,
las palabras “comprende”, “que comprende” y similares deben interpretarse en un sentido inclusivo en
contraposicion a un sentido exclusivo, es decir, en el sentido de “incluyendo, pero sin limitacion”.

Como se utiliza en la presente memoria, “aumentar” se refiere a métodos para aumentar uno o mas del grosor, la dureza,
el médulo elastico, la resistencia a la traccion y la regularidad de la cérnea, incluido el tejido corneal (p. €j., la capa
estromal). El aumento puede utilizarse para imponer una forma determinada a la cérnea, es decir, la curvatura corneal.
Los métodos de aumento pueden realizarse en presencia o ausencia de una afeccion particular del ojo o de la cérnea. El
aumento puede implicar el incremento de componentes en la matriz extracelular de la cérnea (p. €j., colageno de tipo II).
El aumento también puede implicar el incremento del nimero de células (p. €j., queratocitos) en la cérnea. El nimero de
células puede aumentarse, por ejemplo, alterando el estado proliferativo de dichas células de quiescente a activo.

“Coadministracion” o “coadministrar” se refiere al uso combinado de agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos
para el ojo, e incluye la administracion de coformulaciones (es decir, formulaciones combinadas), asi como la
administracién simultanea o secuencial de formulaciones separadas. Del mismo modo, “conjuntamente” se refiere
al uso combinado de una composicion terapéutica y un dispositivo/procedimiento terapéutico. Esto puede incluir el
uso de la composicion antes del uso del dispositivo/procedimiento, simultaneamente con el
dispositivo/procedimiento, y/o después del uso del dispositivo/procedimiento.

Por “afeccién” de la céornea se entiende una patologia, defecto, dafio, lesion, degeneracién o disfuncién de la
cérnea. La afeccion puede afectar al tejido corneal (p. €j., la capa estromal) o a las células corneales (p. €j., los
queratocitos). La afeccion puede ser una afeccién aguda, por ejemplo, una abrasién o ulceracion, o puede ser una
afecciodn crénica, por ejemplo, queratocono o miopia.

La “cérnea”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la porcion frontal transparente del ojo que cubre el iris, la
pupila y la camara anterior del ojo. Incluye el epitelio corneal, la capa de Bowman, el estroma corneal, la membrana de
Descemet y el epitelio corneal. De particular interés es la capa estromal (también llamada sustancia propia) de la cérnea,
que comprende una matriz extracelular de fibras de colageno dispuestas regularmente junto con queratocitos,

Un “derivado”, en relacion con un derivado quimico, se refiere a un compuesto que ha sido modificado
quimicamente. La presente descripcion abarca cada uno de los compuestos quimicos descritos en la presente
memoria, asi como cualquier derivado de los mismos, incluidas formas quimicamente modificadas como sales,
hidruros, ésteres y otras modificaciones del compuesto original.

“Aislado”, como se utiliza en la presente memoria, con especial referencia a los polipéptidos, se refiere a una molécula
que esta separada de su ambiente natural. Una molécula aislada puede obtenerse por cualquier método o combinacion
de métodos conocidos y utilizados en la técnica, incluidas las técnicas bioquimicas, recombinantes y sintéticas. Para
obtener componentes aislados, los polipéptidos pueden prepararse mediante al menos una etapa de purificaciéon o
enriquecimiento. De particular interés son los polipéptidos y péptidos obtenidos por medios artificiales, es decir, no
naturales. Esto incluye, entre otros, la quimica sintética, la tecnologia recombinante, los protocolos de purificacion,
etc. Se incluyen polipéptidos aislados de fuentes naturales, recombinantes o sintéticas. También se incluyen los
polipéptidos producidos por sintesis quimica, o por plasmidos, vectores u otras construcciones de expresion que
pueden introducirse en una célula o en un sistema de traduccion sin células. Dichos polipéptidos se distinguen
claramente de los polipéptidos tal y como se producen de forma natural, sin intervenciéon humana.

Los términos “proteina” o “polipéptido” (p. €j., con Id. de sec. n.°: T), y otros términos similares, para simplificar, se refieren
a las moléculas descritas en la presente memoria. Estos términos no pretenden ofrecer una caracterizacién completa de
estas moléculas. Por tanto, una proteina o polipéptido puede caracterizarse en la presente memoria por tener una secuencia
de aminoacidos concreta, una representacion bidimensional particular de la estructura, pero se entiende que la molécula
real reivindicada tiene otras caracteristicas, incluida la estructura tridimensional, la movilidad sobre determinados enlaces y
otras propiedades de la molécula en su conjunto. La presente descripcion barca las moléculas en si y sus propiedades en
su conjunto. Los términos “proteina” y “polipéptido” se utilizan indistintamente en la presente memoria.

Un “polipéptido” de TGFB3 se refiere a polipéptidos obtenidos de cualquier fuente, por ejemplo, polipéptidos
aislados de origen natural, polipéptidos recombinantes y polipéptidos sintéticos, e incluye polipéptidos que tienen
la secuencia de aminoacidos de origen natural, asi como polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos
variantes, y fragmentos de dichas secuencias, como se describe en detalle en la presente memoria. EI TGFB3
también puede denominarse en la técnica factor de crecimiento transformante beta3, TGFB3, ARVD y FLJ16571.

La “identidad de secuencia” de aminoacidos se refiere a la comparacion entre aminoacidos de dos o mas polipéptidos.
Una secuencia de prueba puede ser idéntica a una secuencia de referencia (es decir, comparte un 100 % de identidad),
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o puede incluir una o mas sustituciones de aminoacidos. En aspectos preferidos, las sustituciones de aminoacidos
pueden poseer propiedades quimicas y/o fisicas similares, como carga o hidrofobia, en comparacion con el aminoacido
de referencia. La identidad de secuencia puede determinarse normalmente mediante alineaciones de secuencias en las
regiones de mayor homologia. Los algoritmos de alineacién de secuencias, por ejemplo los programas de alineacién de
secuencias BLAST®, son bien conocidos y ampliamente utilizados en la técnica. Basandose en la alineacion de
secuencias, puede determinarse el porcentaje de identidad entre las secuencias polipeptidicas comparadas.

Un “error de refracciéon”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere al error en el enfoque de la luz por el
ojo. Los errores de refraccién pueden incluir errores esféricos y errores cilindricos. Se incluyen tanto las
aberraciones de bajo orden como las de alto orden. Se incluyen especificamente como errores refractivos las
afecciones del ojo denominadas miopia, hipermetropia, astigmatismo, anisometropia y presbicia.

“Regeneracion”, en relacion con la cornea, se refiere a la restauracion de uno o mas de la forma, el grosor, la regularidad,
la dureza, el médulo elastico y la resistencia a la traccion de la cérnea, incluida la del tejido corneal (p. €j., la capa estromal).
Los métodos de regeneracion pueden utilizarse para imponer una forma particular a la cérnea, es decir, la curvatura corneal.
Los métodos de regeneracion pueden llevarse a cabo en el tratamiento de una afeccién particular del ojo, o de la cérnea. La
regeneracion puede implicar el aumento de componentes en la matriz extracelular de la cérnea (p. gj., colageno de tipo I1).
La regeneracién también puede implicar el aumento del nimero de células (p. €j., queratocitos) en la cérea. El nimero de
células puede aumentarse, por ejemplo, alterando el estado proliferativo de dichas células de quiescente a activo.

“Reprogramacion” de las células, por ejemplo, para las células de la cornea (p. €j., los queratocitos) se refiere a
cambios en el estado de diferenciacidon. La reprogramacion se asocia con uno o mas cambios en la morfologia
celular, la expresion génica celular (p. €j., la expresion de colageno, incluida la expresion de colageno de tipo | y/o
de tipo Il), o el estado proliferativo de las células (p. €j., quiescente o activo).

El término “sujeto” se refiere a un animal humano o no humano.

“Prevenir” se refiere a detener o retrasar la apariciéon de una afeccion, por ejemplo una afeccion ocular, o en
particular una afeccion corneal, como un trastorno u otro defecto de la cérnea. Una medida preventiva tendra como
resultado la detencién o el retraso de uno o mas sintomas de la enfermedad, o la disminucién de los sintomas en
caso de que aparezcan. La prevencion de una afeccion corneal puede implicar el aumento de la cérnea, como se
describe en detalle en la presente memoria.

“Tratar” se refiere a reducir, mejorar o resolver una afeccion, por ejemplo una afeccién ocular, o particularmente una
afeccion corneal, como un trastorno u otro defecto de la cérnea. Un tratamiento tendra como resultado la reduccion,
mejora o eliminacion de uno o mas sintomas de la enfermedad. El tratamiento de una afeccién corneal puede implicar
la regeneracioén de la cornea, como se detalla en la presente memoria. Las composiciones para su uso de la invencién
pueden ser para el tratamiento de diversas afecciones, para la prevencion de diversas afecciones, o tanto para el
tratamiento como para la prevencion de diversas afecciones, como se describe en detalle en la presente memoria.

Regeneracioén de células y tejidos

Las tecnologias de regeneracion celular y tisular son muy prometedoras para los tratamientos terapéuticos. Como se
describe en la presente memoria, los inventores han desarrollado composiciones y métodos para modular células mediante
reprogramacion celular in situ con el fin de afectar a la expresion del colageno de tipo Il y a la deposicion de matriz extracelular
(MEC) en el tejido corneal. Esto, a su vez, se utiliza para reforzar y/o aumentar la cornea del ojo. Los inventores proporcionan
de este modo un enfoque Unico para la regeneracion y el aumento in situ / in vivo de la matriz estromal corneal.

Por consiguiente, las composiciones, combinaciones y kits descritos pueden utilizarse en la terapia de ingenieria
tisular in vivo para tratar o prevenir el adelgazamiento o la irregularidad de la cérnea asociada al queratocono o
para tratar o prevenir un error refractivo del ojo asociado a la miopia. Como ya se ha sefialado, la miopia se
caracteriza por la curvatura excesiva de la cornea (Figura 1A), mientras que el queratocono es una distrofia corneal
ectasica progresiva que da lugar a un patrén caracteristico de adelgazamiento de la cérnea (Figura 1B; imagen
adaptada de Romero-Jimenez, Santodomingo-Rubido, & Wolffsohn 2010).

Los queratocitos corneales son relativamente quiescentes y normalmente solo producen grandes cantidades de
matriz extracelular (MEC) cuando cambian a un fenotipo de fibroblasto o miofibroblasto. El depdsito de MEC
asociado a esos fenotipos suele provocar fibrosis corneal y pérdida de transparencia (Kadler, Baldock, Bella y Boot-
Handford 2007). Los condrocitos, las células que forman el cartilago, secretan colageno de tipo I, que es un
colageno fibrilar similar al de tipo | que se encuentra en la cérnea. El colageno de tipo Il también se expresa por los
queratocitos durante el desarrollo de la cérnea de la cria de pollo y solo mas tarde se sustituye por el de tipo | en
el estroma maduro de la cria de pollo (Linsenmayer y col. 1990).

Los inventores han demostrado previamente que las células estromales de corneas humanas y de ratas adultas pueden
reprogramarse para producir proteinas especificas de neuronas cuando se tratan con factores de crecimiento
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especificadores del linaje neuronal (Greene y col. 2013). Estos datos demuestran que una poblacién de células adultas
puede reprogramarse simplemente mediante la modulacién del entorno del factor de crecimiento, tanto in vitro como in vivo.

Ahora bien, como se demuestra en la presente memoria, los inventores demuestran que las células estromales corneales
pueden inducirse in vitro y ex vivo para producir colageno fibrilar especifico de cartilago, colageno de tipo Il, tratando las
células con factor de crecimiento transformante B3 (TGFB3) y dexametasona (Ejemplos 8 y 9). Concretamente, los
inventores han demostrado que los queratocitos de biopsias de cérnea humana queratocénica expresan colageno de tipo Il
cuando se tratan con estos dos compuestos (Ejemplo 8). Ademas, con estudios en animales, los inventores han demostrado
que los dos compuestos de TGFB3 y dexametasona pueden administrarse in vivo mediante colirios para estimular la
deposicion de colageno Il (Ejemplo 9). De manera destacable, la deposicién de colageno de tipo Il fue uniforme, mejorando
la biomecanica de la cornea, sin fibrosis ni cicatrices, y sin efectos sobre la transparencia corneal (Ejemplos 11y 13).

Sin desear cefiirnos a la teoria, la hipétesis es que el depdsito de colageno se produce por la reprogramacion de
las células del estroma hacia un fenotipo de condrocito. Se sabe que los condrocitos secretan colageno de tipo Il,
que no solo es un colageno fibrilar similar al de tipo | que se encuentra en la cérnea, sino que también se expresa
durante el desarrollo de la cérnea del pollo (Linsenmayer y col. 1990). Solo mas tarde se sustituye por colageno de
tipo | en el estroma maduro (Linsenmayer y col. 1990).

En los resultados descritos en la presente memoria, se observé un aumento inicial de la expresién de colageno de
tipo | tras el tratamiento de queratocitos corneales con TGF3 y dexametasona (Ejemplo 12). Sin embargo, los
inventores consideran que el nivel observado de deposicion de colageno de tipo | seria insuficiente para dar
rigidez/forma a una cérnea. Ademas, la deposicién de colageno de tipo Il se considera mas factible como estrategia
de tratamiento. Cabe sefialar que el colageno de tipo Il es menos susceptible a la degradacion enzimatica, por
ejemplo, por las enzimas presentes en una cornea queratoconica.

Segun los resultados de los inventores, es posible utilizar la reprogramacion de queratocitos para producir nuevas
moléculas de la MEC como tratamiento eficaz para mejorar las caracteristicas biomecanicas de la cornea. Esta estrategia
se considera ventajosa, ya que reduce la susceptibilidad a la degradacion por enzimas corneales, como se ha sefalado
anteriormente. El médulo de tratamiento descrito tiene como objetivo no solo estabilizar la cérnea, sino también
proporcionar ayuda correctiva para afecciones del ojo, incluidas diversas afecciones de la cornea y errores refractivos del
ojo. Por tanto, las composiciones para su uso de la invencion pueden ser, por ejemplo, para el tratamiento de queratocitos
queratoconicos en la cérnea ectasica. Ademas, las composiciones para su uso de la invencion pueden ser para el
tratamiento de la miopia y varias otras afecciones de la cérnea, como se describe en detalle en la presente memoria.

Afecciones del ojo y la cérnea

Las composiciones y combinaciones para su uso de la invencion son para su uso en el tratamiento o prevencion del
adelgazamiento o la irregularidad de una cérnea de un sujeto, o el tratamiento o prevencién de un error refractivo del
ojo de un sujeto. Entre las afecciones ilustrativas se incluyen el queratocono, como se describe en detalle en la
presente memoria, y afecciones relacionadas, incluidas las ectasias corneales como el queratoglobo, la degeneracion
marginal pelicida y el queratocono posterior (véase, p. €j., Arffa 1997; Krachmer y col. 1984; Rabonitz 2004; Jinabhai
y col. 2010). Se incluyen especificamente como defectos la miopia, la presbicia y también los astigmatismos, que
abarcan los astigmatismos regulares e irregulares. También se incluyen los defectos congénitos de la cérnea. Entre
ellas se encuentran la cérnea plana y la microcérnea, pudiendo esta Ultima estar asociada al sindrome de alcoholismo
fetal, el sindrome de Turner, el sindrome de Ehlers-Danlos, el sindrome de Weill-Marchesani, el sindrome de
Waardenburg, el sindrome de Nance-Horan y el sindrome de Cornelia de Lange. También se incluye el queratoglobo
(mencionado anteriormente) que puede estar asociado al sindrome de Ehlers-Danlos tipo V.

En ciertas situaciones, las composiciones para su uso de la invencién pueden ser para prevenir el dafio corneal.
Los dafios o la degeneracion pueden estar asociados a una afeccién concreta de la coérnea. Se incluye
especificamente el derretimiento corneal, por ejemplo, el derretimiento corneal asociado a un trastorno inflamatorio,
como la artritis reumatoide. Otras afecciones ilustrativas incluyen queratitis, como queratitis marginal, queratitis
estromal, queratitis por exposicion, queratitis neurotréfica, queratitis filamentosa, queratitis rosacea, queratitis virica,
incluida la queratitis herpética, queratitis fungica, queratitis protozoaria y otras queratitis infecciosas, como la
queratitis intersticial lutea, la queratitis microsporidial, la queratitis de Thygeson y la queratopatia cristalina
infecciosa. También se incluye la queratitis ulcerosa, también llamada queratitis ulcerosa periférica (PUK), que
incluye la queratitis ulcerosa asociada a una enfermedad sistémica, como la artritis reumatoide, la granulomatosis
de Wegener, el lupus eritematoso sistémico, la policondritis recidivante y la poliarteritis nodosa. También se incluye
la endoftalmitis. También se incluyen el edema corneal croénico, la Ulcera de Mooren, el dellen, la flictenulosis, la
degeneracion de Terrien, la degeneracién de Salzman, la degeneracién esferoidal y la distrofia de Fuch. Dichas
afecciones son bien conocidas y estan bien caracterizadas en la técnica. Véase, por ejemplo, Jackson 2008;
Denniston 2009; y Willshaw y col. 2000. Ademas, se incluyen las distrofias estromales, por ejemplo, la distrofia
corneal reticular (p. €j., tipo 1y tipo 2), la distrofia corneal granular (p. €j., tipo 1y tipo 2), la distrofia corneal macular,
la distrofia corneal de Schnyder, la distrofia corneal estromal congénita y la distrofia corneal moteada.
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En otros aspectos adicionales, la invencién abarca composiciones para su uso en el tratamiento o prevencion de
errores refractivos del ojo. Dichos errores de refraccion pueden estar asociados a determinadas afecciones, como la
miopia, la hipermetropia, la presbicia, la anisometropia, las aberraciones de alto orden y diversos astigmatismos. Las
aberraciones de orden superior incluyen, entre otras, comas, tréboles, cuadrilateros, aberraciones esféricas y
aberraciones identificadas mediante expresiones matematicas (p. ej., polinomios de Zemike).

Las afecciones de la cérnea pueden diagnosticarse mediante diversos métodos, como la tincién con fluoresceina, que
puede incluir la prueba de Seidel, la microscopia especular, la topografia corneal, la tomografia isométrica, la
paquimetria, la ecografia, las l@mparas de hendidura, los raspados corneales y las biopsias. El diagnéstico también
puede incluir evaluaciones de la agudeza visual y/o la opacificaciéon. Las afecciones corneales pueden asociarse a
uno o mas sintomas de: dolor, fotofobia, sensacién de cuerpo extrafio, disminucién de la agudeza visual, edema,
infiltrado de leucocitos, captacién de fluoresceina, vascularizacion, enrojecimiento y sintomas sistémicos como
cefaleas, nauseas y fatiga. Del mismo modo, los sintomas de los errores refractivos pueden incluir, entre otros:
reduccion de la agudeza visual, asi como vision borrosa, vision doble, vision nublada, fatiga visual, sensacion de
cuerpo extrafio, deslumbramientos o halos problematicos, patrones de destellos de estrellas, imagenes fantasma,
vision nocturna alterada, bizquera, mirada fija excesiva, parpadeo excesivo, dolores de cabeza, frotamiento ocular,
tension ocular, desecacion de la superficie ocular, irritacion ocular, enrojecimiento y espasmos oculares.

Composiciones terapéuticas

En varios aspectos, la composicion para su uso puede formularse para incluir la combinaciéon de componentes indicada
(un polipéptido de TGFB3 mas dexametasona (o cualesquiera sales, ésteres o hidruros de la misma)), o puede
formularse para incluir un primer componente (un polipéptido de TGFB3 o como alternativa dexametasona (o
cualesquiera sales, ésteres o hidruros de la misma)) con el segundo componente que se afadirda antes de la
administracion. Como alternativa, una combinacién para su uso puede formularse para incluir un primer componente
(un polipéptido de TGFB3 o como alternativa dexametasona (o cualquier sal, éster o hidruro de la misma)), que se
utiliza en administracion simultanea o secuencial con una formulacién que incluye el segundo componente.

En un aspecto, el polipéptido de TGFB3 puede incluir al menos la siguiente secuencia de aminoacidos: ALDTNYCFRN
LEENCCVRPL YIDFRQDLGW KWVHEPKGYY ANFCSGPCPY LRSADTTHST VLGLYNTLNP EASASPCCVP
QDLEPLTILY YVGRTPKVEQ LSNMVVKSCK CS (SEQ ID NO: 1) (referencia de GenBank CAR70088.1). El
polipéptido de TGFB3 puede incluir al menos 112 aminoacidos mostrados anteriormente, y puede tener una masa
molecular de 25,5 kDa. Como alternativa, el polipéptido de TGFB3 puede derivarse de los aminoacidos 644—-850 (207
aminoacidos) de la secuencia del polipéptido precursor identificada en la referencia de GenBank CAA33024.1; Numero
de referencia GenBank: CAA33024; o Secuencia de Referencia del NCBI NP_003230.1.

En otros aspectos, el polipéptido de TGFR3 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

En aspectos adicionales, el polipéptido de TGFB3 comprende al menos 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto particular, el polipéptido de TGFB3 o la variante o fragmento del mismo puede proporcionarse como un
polipéptido recombinante. Por ejemplo, el polipéptido puede expresarse en sistemas de expresién en células o sin
células, como es ampliamente conocido y utilizado en la técnica. Entre ellos se incluyen sistemas de expresion
bacterianos, fungicos, vegetales y de mamiferos. Se incluyen especificamente los sistemas de expresion que utilizan
células de E. coli, células CHO, células HEK y células de Nicotiana benthamiana. El polipéptido de TGF3 o la variante
o fragmento del mismo puede proporcionarse como polipéptido recombinante humano expresado en sistemas de
expresion humanos o no humanos. El polipéptido de TGFB3 o la variante o fragmento del mismo puede proporcionarse
como una cadena polipeptidica homodimérica, no glicosilada, ligada a disulfuro, segin métodos conocidos.

El polipéptido de TGFB3 o la variante o fragmento del mismo puede aislarse a partir de sistemas de expresion
recombinante mediante métodos estandar, incluidas técnicas cromatograficas bien conocidas. El polipéptido de
TGFB3 o la variante o fragmento del mismo puede incluir un marcador de secuencia para facilitar la escision, el
aislamiento y/o la localizacién del polipéptido. Segun la presente invencion, el polipéptido de TGFB3 puede
obtenerse de diversas fuentes comerciales. Por ejemplo, el TGFB3 humano recombinante puede obtenerse de R&D
Systems (numeros de catalogo 243-B3—-002; 243-B3-010), BioVision, Inc. (nimeros de catalogo 4344-500; 4344—
50; 4344-5), o Prospec Protein Specialists (n.° de catalogo CYT-113; CYT-319).

La actividad biolégica del polipéptido de TGFB3 o de la variante o fragmento del mismo puede medirse segun
métodos ampliamente conocidos y utilizados. Por ejemplo, la actividad biolégica puede medirse en cultivo por la
capacidad de los polipéptidos para inhibir la proliferacion de células epiteliales de pulmén de visén (MviLu) (véase,
por ejemplo, Premaraj y col. 2006). Una actividad ilustrativa segun esta medida se demuestra por una DE50
<50 ng/ml. Como alternativa, la actividad biolégica puede medirse por la inhibicion dependiente de la dosis de la
proliferacion inducida por IL-4 de células HT-2 de raton (bazo de BALB/c activado por eritrocitos de oveja en
presencia de IL-2) (véase, por ejemplo, Tsang y col. 1995). La actividad ilustrativa por esta medicién es tipicamente
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de 0,1 a 0,5 ng/ml. Como alternativa, se puede medir la actividad biolégica de la composicion que incluye la
combinacién de agentes descrita en la presente memoria mediante los métodos que se indican a continuacion. Por
ejemplo, la induccion de colageno de tipo Il (p. €j., colageno de tipo I, alfa 1) en queratocitos puede evaluarse
mediante una o mas de las siguientes tecnologias: ensayos inmunohistoquimicos, ensayos de proteinas, analisis
de transferencia de Western, analisis de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR cuantitativa.

Como se describe en la presente memoria, la composicion también puede incluir dexametasona, o cualquier sal,
éster o hidruro de la misma. La dexametasona se caracteriza por tener la siguiente estructura quimica:

OH

o)

Los nombres comerciales para la dexametasona incluyen, por ejemplo, Decadron ®, Dexametasona®, Diodex®,
Hexadrol®, Maxidex®, y Minims ®.

En diversos aspectos, pueden utilizarse derivados de la dexametasona, incluidos sus ésteres y sales. Algunos
derivados ilustrativos son, entre otros: dexametasona-17-acetato (Reg. CAS: 1177-87-3), fosfato disddico de
dexametasona (Reg. CAS: 2392-39-4), valerato de dexametasona (Reg. CAS: 14899-36-6), dexametasona-21-
isonicotinato (Reg. CAS: 2265-64-7), palmitato de dexametasona (Reg. CAS: 33755-463), propionato de
dexametasona (Reg. CAS: 55541-30-5), acefurato de dexametasona (Reg. CAS: 83880-70-0), dexametasona-21-
galactosido (Reg. CAS: 92901-23-0), 21-tiopivalato de dexametasona, 21-tiopentanoato de dexametasona, 21-tiol-2-
metil-butanoato de dexametasona, 21-tiol-3-metil-butanoato de dexametasona, 21-tiohexanoato de dexametasona,
21-tiol-4-metil-pentanoato de dexametasona, 21-tiol-3,3-dimetil-butanoato de dexametasona, 21-tiol-2-etil-butanoato
de dexametasona, 21-tiooctanoato de dexametasona, 21-tiol-2-etil-hexanoato de dexametasona, 21-tiononanoato de
dexametasona, 21-tiodecanoato de dexametasona, 21-p-fluorobenzoato de dexametasona o una combinacion de los
mismos. Se incluyen especificamente el alcohol de dexametasona y el fosfato sédico de dexametasona. También se
incluyen derivados de la dexametasona, como se describe en el documento US-4177268.

La composicion puede incluir agentes esteroideos relacionados ademés de la dexametasona. Por ejemplo, pueden utilizarse
otros corticoesteroides, junto con la dexametasona. Para su uso como esteroides relacionados se prefieren los esteroides
del Grupo C segun la clasificacion de Coopman, que incluye los esteroides del tipo betametasona, como la dexametasona,
el fosfato sé6dico de dexametasona, la betametasona, el fosfato sddico de betametasona y la fluocortolona. Otros agentes
esteroideos relacionados incluyen, pero sin limitarse a: fluorometalona, lotoprendol, medrisona, prednisolona, prednisona,
rimexolona, hidrocortisona, lodoxamida o cualquier derivado o combinacién del mismo. Se incluyen especificamente el
acetato de fluorometalona, el alcohol de fluorometalona, el acetato de prednisolona, el fosfato sédico de prednisolona, el
etabonato de lotoprendol, el acetato de hidrocortisona y la lodoxamida trometamina.

La composicién puede incluir, por ejemplo, de 0,04 ng/ml a 4 ng/ml; o de 0,04 ng/ml a 0,4 ng/ml; o de 0,4 ng/ml a
4 ng/ml; o de 4 a 40 ng/ml; o de 40 ng/ml a 400 ng/ml, o de 40 ng/ml a 4000 ng/ml de dexametasona, o derivados
de la misma o un agente esteroideo relacionado; o aproximadamente 0,04 ng/ml, aproximadamente 0,08 ng/ml,
aproximadamente 0,12 ng/ml, aproximadamente 0,4 ng/ml, aproximadamente 0,8 ng/ml, aproximadamente
1,2 ng/ml, aproximadamente 4 ng/ml, aproximadamente 12 ng/ml, aproximadamente 24 ng/ml, aproximadamente
40 ng/ml,  aproximadamente 80 ng/ml, aproximadamente 120 ng/ml, aproximadamente 240 ng/ml,
aproximadamente 400 ng/ml, aproximadamente 800 ng/ml, aproximadamente 1000 ng/ml, aproximadamente
1600 ng/ml, aproximadamente 2000 ng/ml, aproximadamente 2400 ng/ml, aproximadamente 3200 ng/ml o
aproximadamente 4000 ng/ml de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma.

Como ejemplos adicionales, la composicion puede incluir de 0,4 pg/ml a 40 pg/ml; o de 0,4 pg/ml a 4 pg/ml; o de 4 pg/ml
a 40 pg/ml de dexametasona, o un derivado de la misma o un agente esteroideo relacionado; o aproximadamente
0,4 pg/ml, aproximadamente 0,8 pg/ml, aproximadamente 1 pg/ml, aproximadamente 1,2 pg/ml, aproximadamente
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2 pg/ml, aproximadamente 4 pg/ml, aproximadamente 8 pg/ml, aproximadamente 12 pg/ml, aproximadamente 20 ug/ml
o aproximadamente 40 pg/ml de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma.

Como ejemplos adicionales, la composicion puede incluir de 0,1 mg/ml a 1 mg/ml; o de 0,5 mg/ml a 5 mg/ml; o de 1 mg/mli
a 10 mg/ml; de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma; o aproximadamente 0,1 mg/ml,
aproximadamente 0,5 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml o
aproximadamente 10 mg/ml de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma.

La composicién puede incluir, por ejemplo, de 1 ng/mla 1 pg/ml; o de 1 ng/ml a 10 ng/ml; o de 10 ng/ml a 100 ng/ml;
o de 100 ng/ml a 1 pg/ml de polipéptido de TGF3 segun se define en la presente memoria, o aproximadamente
1 ng/ml, aproximadamente 5 ng/ml, aproximadamente 10 ng/ml, aproximadamente 20 ng/ml, aproximadamente
50 ng/ml, aproximadamente 100 ng/ml, aproximadamente 200 ng/ml, aproximadamente 500 ng/ml,
aproximadamente 800 ng/ml o aproximadamente 1 ug/ml de polipéptido de TGFB3. En aspectos particulares, la
composicion puede incluir al menos 40 ng/ml de dexametasona, o un derivado de la misma o un agente esteroideo
relacionado, junto con al menos 4 ng/ml de polipéptido de TGF(3.

La composicién también puede incluir uno o mas agentes antiinflamatorios. Algunos agentes antiinflamatorios
ilustrativos incluyen ketotifeno fumarato, diclofenaco sédico, flurbiprofeno sédico, ketorlac trometamina, suprofeno,
celecoxib, naproxeno, rofecoxib o cualquier derivado o combinaciéon de los mismos. Se incluyen en particular los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE). La composicién puede incluir ademas uno o mas agentes anestésicos. Los
anestésicos ilustrativos incluyen anestésicos topicos como la proparacaina, la lidocaina y la tetracaina, y cualquier
derivado o combinacion de los mismos. Pueden seleccionarse para su inclusion en la composicion otros agentes para
el 0jo; un experto en la técnica puede seleccionarlos segun la enfermedad y las necesidades del sujeto en tratamiento.

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden formularse para administracion tépica, tal como se
describe en la presente memoria y segun métodos conocidos. En determinadas circunstancias, puede ser conveniente
la administracioén intraocular. La composicion puede suministrarse en cualquier forma adecuada para su administraciéon
al ojo. Las formulaciones ilustrativas incluyen, como minimo, soluciones, suspensiones, emulsiones (dispersiones),
geles, cremas o pomadas en un vehiculo oftalmico adecuado. Por ejemplo, la composiciéon puede suministrarse en
forma de colirio, gel semisdlido o aerosol. En ciertos aspectos, las lentes de contacto de moldeo u otros
insertos/implantes pueden impregnarse con la composicion para su uso de la invencion. De este modo, la composicién
puede administrarse a la cérnea de forma continua y prolongada mientras el sujeto lleva puestas las lentes de contacto.

Para la administracién topica al ojo, las composiciones pueden formularse con un intervalo de pH de 5,0 a 8,0. Este
intervalo de pH puede conseguirse afiadiendo tampones a la solucién. Se prefiere que las formulaciones sean
estables en soluciones tamponadas. Es decir, no hay ninguna interaccién adversa entre el tampén y los agentes
activos que provoque que la composicién sea inestable, por ejemplo, por precipitacion o agregacion. La composicién
puede ser hipertonica (del 5 % al 40 %, preferiblemente aproximadamente un 10, 20, 30 o 40 %) o hipoténica (del
0 % al 5%, preferiblemente aproximadamente un 1, 2, 3 0 4 %) segun las necesidades del sujeto (p. e€j.,
necesidades de trabajo, horas de descanso, suefio, etc.). Puede usarse una composicion hiperténica (p. ej., al
40 %) cuando se combina con lentes de contacto de moldeo, como se describe en detalle en la presente memoria.

Las composiciones pueden incluir uno o mas conservantes adecuados como ingredientes opcionales. Pueden afadirse
conservantes adecuados para evitar la contaminacién, por ejemplo, bacteriana. Dichos agentes pueden incluir, pero sin
limitacién, cloruro de benzalconio, tiomersal, clorobutanol, metilparabeno, propilparabeno, alcohol feniletilico, EDTA, acido
soérbico, Onamer® M y otros agentes conocidos por los expertos en la técnica, o cualquier combinacion de los mismos.
Dichos conservantes pueden emplearse tipicamente a una concentracion del 0,001 % al 1,0 % en peso de la composicion.

Las composiciones pueden contener un codisolvente opcional. La solubilidad de los componentes de las presentes
composiciones puede mejorarse mediante un tensioactivo u otro cosolvente adecuado en la composicién. Dichos
codisolventes/tensioactivos incluyen, por ejemplo, polisorbato 20, 60 y 80, tensioactivos
polioxietileno/polioxipropileno (p. €j., Pluronic® F-68, F-84 y P-103), ciclodextrina, tiloxapol y otros agentes
conocidos por los expertos en la técnica y cualquier combinacién de los mismos. Dichos codisolventes pueden
emplearse tipicamente a una concentracion del 0,01 % al 2 % en peso de la composicion.

Pueden utilizarse agentes potenciadores de la penetracion para aumentar la absorcion de la composicién en el ojo.
Algunos agentes ilustrativos incluyen, como minimo, cloruro de cetilpiridinio, iont6foros, tales como lasalocid, cloruro
de benzalconio, parabenos, Tween 20, saponinas, Brij 35, Brij 78, Brij 98, acido etilendiaminotetraacético, sales biliares
y acidos biliares (tales como colato de sodio, taurocolato de sodio, glicerodesoxicolato de sodio, taurodesoxicolato de
sodio, acido taurocdlico, acido quenodesoxicolico y acido usrodesoxicolico), acido caprico, azona, acido fusidico,
lauramida de hexametileno, saponinas, octanamida de hexametileno y sulféxido de decilmetilo.

Ademas, pueden utilizarse polimeros bioadhesivos que se adhieran a la capa de mucina que recubre el ojo, para
prolongar el contacto de la composicion con el ojo. Los polimeros bioadhesivos pueden ser hidrocoloides
macromoleculares con numerosos grupos funcionales hidrofilos, como carboxilos, hidroxilos, amidas y sulfatos
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capaces de establecer interacciones electrostéticas. Algunos agentes ilustrativos incluyen, como minimo, acido
poliarilico (p. €j., carbopol, carbdfilo y policarbofilo) y carboximetilcelulosa.

También pueden utilizarse sistemas de liberacién controlada; dichos sistemas pueden incluir geles in situ, particulas
coloidales, nanoparticulas y/o niosomas. Otros sistemas de administraciéon de farmacos incluyen, entre otros:
insertos oculares no erosionables, insertos oculares erosionables, hidrogeles, escudos de colageno, liposomas,
peliculas cargadas de farmacos (p. ej., NOD®) e iontoforesis.

Las composiciones pueden incluir, ademas, un agente opcional para aumentar la viscosidad. La viscosidad
aumentada por encima de la de las soluciones acuosas simples puede ser deseable para aumentar la absorcién
ocular de los compuestos activos, para disminuir la variabilidad en la dispensacién de la formulaciéon, para disminuir
la separacion fisica de los componentes de una suspension o emulsién de la formulacién y/o para mejorar de otro
modo la formulacién oftalmica. Dichos agentes formadores de viscosidad incluyen, a modo de ejemplo, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, otros agentes conocidos por los expertos en la técnica, o una combinacién de los mismos.
Dichos agentes pueden emplearse tipicamente a una concentracion del 0,01 % al 2 % en peso de la composicion.

En aspectos particulares, las composiciones incluyen un agente gelificante, por ejemplo, polisacaridos solubles en
agua de alta masa molecular, como la goma gellan. La goma gellan puede obtenerse de diversas fuentes
comerciales, por ejemplo, bajo el nombre comercial Kelcogel®. Concretamente, Kelcogel® LT 100 puede utilizarse
como un gellan de malla fina y alto contenido en acilo, que forma geles suaves, elasticos y no quebradizos. En
aspectos especificos, la composicion a base de goma gellan se formula como un colirio al 0,5 %.

Pueden utilizarse otros agentes para estabilizar o mejorar la composicion. Por ejemplo, uno o mas de EDTA, cloruro
sodico, tiloxapol, sulfato sddico y/o hidroxietilcelulosa pueden tener efectos beneficiosos adicionales de
estabilizacién adicional de la composicion.

Métodos terapéuticos

Las composiciones para su uso se utilizan para tratar o prevenir el adelgazamiento o la irregularidad de una cérnea
de un sujeto; o tratar o prevenir un error refractivo del ojo de un sujeto. Por tanto, las composiciones descritas en
la presente memoria pueden utilizarse para tratar diversas afecciones de la cérnea y corregir errores refractivos del
0jo, y pueden utilizarse como terapia coadyuvante con otros tratamientos oculares.

Como se ha indicado anteriormente, la composicién para su uso puede formularse en cualquier medio adecuado para su
administracion al ojo. Como formulaciones se incluyen soluciones oftalmicas, cremas, emulsiones, pomadas y geles. Se
sefalan especificamente las formulaciones que se elaboran como colirios. En un aspecto particular, la composicién para su
uso puede administrarse en forma de colirio utilizando cualquiera de los muchos tipos de dispensadores de colirios existentes
en el mercado. A modo de ejemplo, el envase para las composiciones para su uso de la invencion puede ser transparente,
translucido y opaco, y puede tener otras propiedades o combinacién de propiedades, como estar revestido de vidrio, ser a
prueba de manipulaciones, estar envasado en alicuotas de una o pocas dosis, y cualquier combinacién de los mismos.

La composicién para su uso puede administrarse en cantidades terapéuticamente eficaces a un sujeto para lograr un
resultado médico deseado. Concretamente, la composiciéon para su uso puede administrarse en cantidades para tratar
una afeccion oftalmica descrita en la presente memoria, o al menos mitigar uno o mas sintomas de dicha afeccion. La
dosificacion precisa de la composicion para su uso (es decir, la cantidad y la programacion) puede determinarse por un
médico, segun el sujeto y la afeccidn presentada. Las formulaciones ilustrativas (p. €j., colirios) pueden administrarse de
1 a 24 veces al dia, o de 1 a 12 veces al dia, o de 1 a 6 veces al dia, o de 1 a 4 veces al dia, o de 1 a 3 veces al dia, o
de1a2vecesaldia,01,2,3,4,6, 8,12, 18 0 24 veces al dia. La composicion para su uso puede aplicarse tépicamente
como colirio, colocando una gota en cada ojo a tratar. Como alternativa, pueden aplicarse de 2 a 3 gotas en cada ojo.

Para la composicion para su uso descrita, el intervalo de dosificacion puede ser, por ejemplo, de 0,2 pg a 2,4 ng; o de 2 pg
a 2,4 ng de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma; o aproximadamente 0,2 pg, aproximadamente
0,4 pg, aproximadamente 0,6 pg, aproximadamente 0,8 pg, aproximadamente 1,2 pg, aproximadamente 2,4 pg,
aproximadamente 2 pg, aproximadamente 4 pg, aproximadamente 6 pg, aproximadamente 8 pg, aproximadamente 12 pg,
aproximadamente 18 pg, aproximadamente 24 pg, aproximadamente 0,2 ng, aproximadamente 0,26 ng, aproximadamente
0,4 ng, aproximadamente 0,6 ng, aproximadamente 0,8 ng, aproximadamente 1,2ng, aproximadamente 1,8ng o
aproximadamente 2,4 ng de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma, por ojo para una dosis.

Como otros ejemplos, el intervalo de dosificacion puede ser de 12 ng a 1,3 pg; o de 6 ng a 600 ng de dexametasona, o
derivado de la misma o un agente esteroideo relacionado; o aproximadamente 6 ng, aproximadamente 8 ng,
aproximadamente 12 ng, aproximadamente 16 ng, aproximadamente 18 ng, aproximadamente 24 ng, aproximadamente
26 ng, aproximadamente 30ng, aproximadamente 36 ng, aproximadamente 40ng, aproximadamente 48 ng,
aproximadamente 52 ng, aproximadamente 54 ng, aproximadamente 60 ng, aproximadamente 72 ng, aproximadamente
78 ng, aproximadamente 80 ng, aproximadamente 90ng, aproximadamente 120 ng, aproximadamente 130 ng,
aproximadamente 160 ng, aproximadamente 180ng, aproximadamente 240ng, aproximadamente 260 ng,
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aproximadamente 300 ng, aproximadamente 360ng, aproximadamente 400ng, aproximadamente 480 ng,
aproximadamente 520 ng, aproximadamente 540ng, aproximadamente 600ng, aproximadamente 720 ng,
aproximadamente 780 ng, aproximadamente 900ng, aproximadamente 1,2pug, aproximadamente 1,3pug de
dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma, por ojo para una dosis.

Como otros ejemplos mas, el intervalo de dosificacién puede ser de 1,5 pg a 150 pg; de 2,6 pg a 260 pg; o de 6,5 pg a
650 pg de dexametasona, o un derivado de la misma o un agente esteroideo relacionado; o aproximadamente 1,5 pg,
aproximadamente 2 pg, aproximadamente 3 pg, aproximadamente 4,5 pg, aproximadamente 6 pg, aproximadamente
6,5 pg, aproximadamente 7,5pg, aproximadamente 10pg, aproximadamente 15pg, aproximadamente 22,5 pg,
aproximadamente 32,5 pg, aproximadamente 20 pg, aproximadamente 26 pg, aproximadamente 30 pg, aproximadamente
40 pg, aproximadamente 45 pg, aproximadamente 60 pg, aproximadamente 65pg, aproximadamente 75 pg,
aproximadamente 80 pg, aproximadamente 90 pg, aproximadamente 100 pg, aproximadamente 120 pg, aproximadamente
130 pg, aproximadamente 150 pg, aproximadamente 180 pg, aproximadamente 225 pg, aproximadamente 240 pg,
aproximadamente 260 pg, aproximadamente 200 pg, aproximadamente 300pg, aproximadamente 325 pg,
aproximadamente 450 pg, aproximadamente 600 pg o aproximadamente 650 pg de dexametasona, o cualquier sal, éster o
hidruro de la misma, por ojo para una dosis. Se reconoce que existen formulaciones especificas de dexametasona
disponibles en el mercado, que pueden utilizarse segun las dosis y la pauta aceptadas.

Cualquiera de las dosis de dexametasona mencionadas anteriormente puede coadministrarse con un intervalo de dosis
de, por ejemplo, 5 pg a 65 ng; o de 0,5 ng a 65 ng de polipéptido de TGF[33, o variantes o fragmentos del mismo; o
aproximadamente 5 pg, aproximadamente 10 pg, aproximadamente 15 pg, aproximadamente 20 pg, aproximadamente
30 pg, aproximadamente 45 pg, aproximadamente 60 pg, aproximadamente 0,05ng, aproximadamente 0,1 ng,
aproximadamente 0,15 ng, aproximadamente 0,2ng, aproximadamente 0,3 ng, aproximadamente 0,45 ng,
aproximadamente 0,5ng, aproximadamente 0,6 ng, aproximadamente 0,65ng, aproximadamente 1 ng,
aproximadamente 1,5 ng, aproximadamente 2 ng, aproximadamente 3 ng, aproximadamente 4 ng, aproximadamente
4,5ng, aproximadamente 6ng, aproximadamente 6,5ng, aproximadamente 7,5ng, aproximadamente 9 ng,
aproximadamente 10 ng, aproximadamente 12 ng, aproximadamente 13 ng, aproximadamente 15 ng, aproximadamente
16 ng, aproximadamente 20 ng, aproximadamente 22,5ng, aproximadamente 24 ng, aproximadamente 30 ng,
aproximadamente 32,5ng, aproximadamente 36ng, aproximadamente 40ng, aproximadamente 45ng,
aproximadamente 48 ng, aproximadamente 50ng, aproximadamente 52ng, aproximadamente 60ng o
aproximadamente 65 ng de polipéptido de TGFB3 como se define en la presente memoria, por ojo para una dosis.

La dosis para un ojo puede ser de aproximadamente una gota de la composicion descrita para su uso. Una gota de
composicion puede ser de 10 pl a 200 pl, de 20 pl a 120 pl, o de 50 pl a 80 pl o cualquier valor intermedio. Por ejemplo,
los dispensadores como los pipeteadores pueden dispensar gotas de 1 pl a 300 pl y cualquier valor intermedio.
Preferiblemente, el dispensador dosifica aproximadamente 15 pl, aproximadamente 20 pl, aproximadamente 30 pl,
aproximadamente 45 pl, aproximadamente 60 pl o aproximadamente 65 pl por gota de la composicién descrita.

Cuando la composicion para su uso se administra a través de una lente de contacto u otro dispositivo de
inserto/implante, la lente de contacto o inserto/implante puede incluir, por ejemplo, de 0,01 mg a 10 mg de
dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma; o aproximadamente 0,01 mg, aproximadamente 0,1 mg,
aproximadamente 0,5 mg, aproximadamente 0,7 mg, aproximadamente 1 mg, aproximadamente 5mg o
aproximadamente 10 mg de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la misma. Como alternativa, la lente de
contacto o el inserto/implante puede incluir de 10 ng a 100 ng de dexametasona, o cualquier sal, éster o hidruro de la
misma; o aproximadamente 1 ng, aproximadamente 5 ng, aproximadamente 10 ng, aproximadamente 20 ng,
aproximadamente 50 ng, aproximadamente 80 ng, o aproximadamente 100 ng de dexametasona, o cualquier sal,
éster o hidruro de la misma. Como ejemplos adicionales, la lente de contacto o inserto/implante puede incluir
aproximadamente de 10 ng a 1 pg de polipéptido de TGFB3; o aproximadamente 10 ng, aproximadamente 50 ng,
aproximadamente 100 ng, aproximadamente 200 ng, aproximadamente 500 ng, aproximadamente 800 ng o
aproximadamente 1 pg de polipéptido de TGFB3 como se define en la presente memoria.

Las composiciones para su uso descritas en la presente memoria pueden utilizarse junto con diversos procedimientos
quirurgicos u otros tratamientos. Por ejemplo, las composiciones para su uso pueden utilizarse junto con métodos
quirdrgicos y no quirurgicos para la correccion refractiva del ojo. Algunos métodos ilustrativos incluyen, entre otros:
queratotomia radial (RK), incluida la miniqueratotomia radial asimétrica (MARK), queratotomia hexagonal (HK),
queratectomia fotorrefractiva (PRK), queratomileusis, queratomileusis in situ con laser (LASIK), p. gj., intraLASIK®,
queratomileusis epitelial con laser (LASEK), p. ej., Epi-LASEK, queratoplastia lamelar automatizada (ALK), queratoplastia
térmica con laser (LTK), queratoplastia conductiva (CK), incisiones relajantes limbares (LRI), queratotomia astigmatica
(AK), epiqueratofaquia, esclerotomia ciliar anterior (ACS), cirugia de refuerzo escleral, reversion de la presbicia, reversion
de la presbicia con laser (LRP), anillos intracorneales (ICR), segmentos de anillos corneales intraestromales (p. gj.,
INTACTS®), lentes de contacto implantables, bandas de expansion escleral (SEB) e incrustaciones Kamra™. También
se incluyen la termoqueratoplastia, la ortoqueratologia, la ortoqueratologia enzimatica y la ortoqueratologia quimica.

Las composiciones para su uso pueden utilizarse junto con la correccion quirdrgica de afecciones no refractivas,

por ejemplo, la correccidn quirdrgica de un desgarro corneal. En aspectos particulares, las composiciones para su
uso descritas en la presente memoria pueden utilizarse junto con métodos quirdrgicos especificos realizados en la
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cornea. Algunos métodos ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: cirugia de trasplante de cérnea, queratoplastia
penetrante (PK), queratectomia fototerapéutica (PTK), escision de pterigion, tatuaje corneal, insercién de
queratoprotesis (p. ej., KPro o Dohlman-Doane) e inserciéon de osteo-odonto-queratoprotesis (OOKP).

Las composiciones para su uso pueden utilizarse junto con la reticulacion del colageno corneal. La reticulacion
corneal implica tipicamente el uso de una solucion de riboflavina activada por exposicién a la luz UV-A. Entre los
métodos de reticulacion mas conocidos se encuentran: la reticulacion corneal sin epitelio (protocolo Dresden o epi-
off), la reticulacion transepitelial (epi-on) y la reticulacién acelerada. Los procedimientos de reticulacion suelen estar
disponibles y se comercializan como reticulacion corneal CXL, C3-R® CCL® y KXL®, entre otros. La administracién
de la composicién puede ser anterior y/o posterior al procedimiento de reticulacion. Se propone que las
composiciones descritas puedan utilizarse para evitar o contrarrestar los efectos perjudiciales de los procedimientos
de reticulacion, como la opacidad estromal y la pérdida de células (como se describe con mas detalle mas adelante).
Ademas, la regeneracién corneal con las composiciones descritas puede permitir la reticulacién en sujetos que
anteriormente no eran aptos para dichos procedimientos, por ejemplo, aquellos con un grosor corneal inferior a
400 pm. Ademas, las composiciones descritas pueden usarse para ralentizar o detener el adelgazamiento
progresivo de la cérnea, que no se abordaria con el uso de la reticulacion por si sola.

Las composiciones para su uso descritas en la presente memoria pueden coadministrarse con uno o mas agentes
adicionales para el ojo. En varios aspectos, la coadministracion puede realizarse mediante la administracion
simultanea o posterior con dichos agentes, o mediante la coformulacién con dichos agentes. Dependiendo de la
afeccion que se esté tratando o previniendo, las composiciones para su uso descritas en la presente memoria pueden
coadministrarse con uno o mas agentes, entre los que se incluyen: antihistaminicos, simpaticomiméticos,
bloqueadores de los receptores beta, parasimpaticomiméticos, parasimpaticoliticos, prostaglandinas, nutrientes,
vasoconstrictores, lubricantes, antimicrobianos y anestésicos. Se incluyen especificamente diversos agentes
antiinflamatorios, entre ellos los antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Las composiciones para su uso también
pueden coadministrarse con soluciones lubricantes oculares y soluciones sustitutivas de lagrimas.

Algunos ejemplos no limitantes de anestésicos incluyen: benzocaina, bupivacaina, cocaina, etidocaina, lidocaina,
mepivacaina, pramoxina, prilocaina, cloroprocaina, procaina, proparacaina, ropicaina y tetracaina. Algunos
ejemplos no limitantes de agentes antiinflamatorios incluyen: acido acetil salicilico, paracetamol, indometacina,
sulfasalazina, olsalazina, salicilato sodico, trisalicilato de colina y magnesio, salsalato, diflunisal, acido
salicilsalicilico, sulindaco, etodolaco, tolmetina, diclofenaco, ketorolaco, ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno,
ketoprofeno, fenoprofeno, suprofeno, oxaproxina, acido mefenamico, acido meclofenamico, oxicam, piroxicam,
tenoxicam, pirazolidindionas, fenilbutazona, oxifentatrazona, feniramina, antazolina, nabumetona, inhibidores de
COX-2 (Celebrex®), apazona, nimesulida y zileuton. Los glucocorticoides como la hidrocortisona, la prednisolona,
la fluorometolona y la dexametasona también pueden utilizarse como agentes antiinflamatorios.

Los agentes antimicrobianos ilustrativos incluyen, pero sin limitacion: bacitracina zinc, cloranfenicol, clorotetraciclina,
ciprofloxacino, eritromicina, gentamicina, norfloxacino, sulfacetamida, sulfisoxazol, polimixina B, tetraciclina,
tobramicina, idoxuridina, trifluridina, vidarabina, aciclovir, foscamet, ganciclovir, natamicina, anfotericina B, clotrimazol,
econazol, fluconazol, ketoconazol, miconazol, flucitosina, clindamicina, pirimetamina, acido folinico, sulfadiazina y
trimetoprimsulfametoxazol. Algunos vasoconstrictores ilustrativos incluyen, entre otros: dipivefrina (Propine®),
epinefrina, fenilefrina, apraclonidina, cocaina, hidroxianfetamina, nafazolina, tetrahidrozolina, dapiprazol, betaxolol,
carteolol, levobunolol, metipranolol y timolol. Los nutrientes incluyen vitaminas, minerales y otros agentes beneficiosos
como vitamina A, vitamina Bi, vitamina B9, vitamina B12, vitamina C (acido ascérbico), vitamina E, vitamina K y zinc.

En aspectos especificos, la composicidon para su uso descrita en la presente memoria se formula como colirio, y
dicho colirio se utiliza junto con otras formulaciones de colirio. Estos otros colirios pueden incluir, entre otros: colirios
de enjuague/lubricantes, tratamientos para el ojo seco, colirios con corticoides y antibiéticos, colirios para el
glaucoma, colirios antialérgicos/antiinflamatorios y colirios para la conjuntivitis.

Las composiciones para su uso pueden utilizarse junto con lentes de contacto, insertos corneales, implantes corneales o
anillos intraestromales, para ayudar a sostener o remodelar la cornea del sujeto. Entre las inserciones corneales se incluyen
dispositivos de implante intracorneal o extracorneal. Por ejemplo, pueden utilizarse lentes de contacto, anillos intraestromales
u otros insertos/implantes para moldear o mantener la forma de la cdrmea antes, durante y/o después del tratamiento con la
composicion. Cabe sefialar que un “inserto” corneal suele referirse a un dispositivo temporal insertado en la cérnea, mientras
que un “implante” corneal suele referirse a un dispositivo mas permanente. Sin embargo, muchos dispositivos bien
conocidos se describen indistintamente en la técnica como implantes/insertos. Por lo tanto, los términos “inserto/implante”
utilizados en la presente memoria no deben considerarse estrictamente limitativos segun el tiempo de uso.

La lente de contacto, el inserto corneal, el implante corneal o el anillo intraestromal pueden utilizarse como un kit con la
composicion descrita para tratar o prevenir el adelgazamiento o la irregularidad de la cornea de un sujeto; o tratar o
prevenir un error refractivo del ojo de un sujeto. En diversos aspectos, la lente de contacto, el inserto corneal, el implante
corneal o el anillo intraestromal puede actuar como portador de la composicién o como un dispositivo de elucién de la
composicion. En otros aspectos, la lente de contacto, el anillo intraestromal u otro inserto/implante corneal pueden
utilizarse con la composiciéon adecuada para su administracion al ojo, por ejemplo, gotas oftalmicas, como se describe en
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detalle en la presente memoria. En ciertos aspectos, puede utilizarse un programa informatico para determinar las lentes
de contacto, los insertos corneales, los implantes corneales o los anillos intraestromales mas adecuados para el sujeto
y/o para determinar la formulaciéon de la composicion. En aspectos particulares, el tratamiento que utiliza lentes de
contacto, insertos corneales, implantes corneales o anillos intraestromales junto con la composicién descrita en la
presente memoria se utiliza antes o después de la cirugia ocular, por ejemplo, cirugia refractiva o de trasplante.

El tratamiento puede implicar la evaluacion del sujeto (p. ej., edad, necesidades laborales del sujeto, defecto o
enfermedad ocular, etc.), la prescripcidon del uso de lentes de contacto de moldeo, insertos corneales, implantes
corneales o anillos intraestromales para ayudar con los cambios necesarios en el radio de curvatura de la superficie
anterior de la cornea, y la prescripcion de la composicion descrita en la presente memoria para su uso junto con las
lentes de contacto o los implantes/insertos. Las lentes de contacto o los implantes/insertos prescritos y utilizados
por el sujeto pueden utilizarse para ejercer una fuerza mecanica sobre la cérnea, induciendo asi un cambio en la
forma, es decir, en la potencia refractiva, de la cérnea.

En ciertos aspectos preferidos, la cornea puede soportarse o moldearse mediante el uso de un inserto corneal, un
implante corneal o un anillo intraestromal junto con la composicion descrita. Algunos ejemplos de dispositivos
disponibles en el mercado son los anillos intraestromales INTACS® y KeraRing. En otro aspecto, puede utilizarse una
lente de contacto de moldeo junto con la composicion descrita. Las lentes de contacto pueden ser duras o rigidas, o
pueden ser lentes blandas. Como alternativa, la lente de contacto puede comprender porciones duras y blandas. Si
se utiliza una lente de contacto blanda, se puede inducir una curvatura mas positiva o negativa en la cérnea, y las
molestias en los ojos del sujeto disminuiran a medida que se adapte a las lentes de contacto. Si se utiliza una lente de
contacto dura, puede ejercerse mas presion mecanica sobre la cérnea. Las lentes de contacto pueden ser permeables
al gas. Las lentes de contacto moldeables pueden obtenerse de fuentes comerciales. Entre los ejemplos de lentes
disponibles en el mercado se incluyen, como minimo, las lentes DreamLite, OK Lens, EyeDream, MiracLens,
DreamLens, i-GO OVC, GOV, Wake and See, CRT, Fargo/iSee, Emerald y Wave Contact Lens System.

Una vez colocada la lente de contacto, el inserto corneal, el implante corneal o el anillo intraestromal en el ojo del sujeto,
puede administrarse al ojo la composicién descrita en la presente memoria (p. €j., gotas oftalmicas). En determinadas
circunstancias, puede ser conveniente preadministrar la composicion antes de la colocacion de la lente de contacto, el
inserto corneal, el implante corneal o el anillo intraestromal. Ventajosamente, las lentes de contacto, los anillos
intraestromales u otros insertos/implantes y la composicion pueden utilizarse conjuntamente para producir un cambio en
la forma, y por tanto en la potencia refractiva, de la cornea. La composicion puede administrarse con mayor frecuencia
para permitir que la cornea adopte el cambio de forma deseado. En cierto aspectos, la composicion se administra al
menos cada 24, 12 u 8 horas. En otros aspectos, la composicion se administra cada 6 horas. En ciertos otros aspectos,
la composicion se administra aproximadamente cada 3 horas. En otros aspectos, la composicién se administra
aproximadamente cada 2 horas. En otros aspectos mas, la composiciéon se administra cada hora.

Sin querer cefirse a ninguna teoria en particular, el uso combinado de lentes de contacto, insertos corneales, implantes
corneales o anillos intraestromales y la composicion descrita en la presente memoria puede inducir cambios en la estructura
molecular de la cérnea y puede inducir cambios en las células y proteinas como el colageno (p. €j., colageno de tipo Il) que
se encuentran en el estroma corneal. De este modo, la superficie de la cornea se hace mas uniforme. Al reducir las
irregularidades de la superficie de la cornea, mejora la calidad y nitidez de todas las imagenes (es decir, la agudeza visual).

Para el calculo de las lentes de contacto de moldeo se toma la queratometria mas plana. Un experto en la técnica también
podria utilizar la queratometria méas pronunciada o una media de ambas y, basédndose en esta curvatura corneal, realizar los
calculos necesarios para aplanar o aumentar el radio de curvatura de la superficie anterior de la cérnea y corregir asi el
defecto refractivo del ojo. La curva base de la lente de contacto de moldeo puede calcularse a partir del cambio de potencia
refractiva de cada ojo por separado. En aspectos particulares, la curva base de la lente de contacto de moldeo puede
calcularse partiendo de una a cuatro dioptrias mas planas o0 mas inclinadas, mas preferiblemente de una a tres dioptrias
mas planas o mas inclinadas, ain mas preferiblemente de una a dos dioptrias mas planas o mas inclinadas, dependiendo
del error de refraccion que se requiera. La curva periférica de la base depende de la adaptacion de la lente de contacto de
moldeo y se calcula que es 0,5 mm de radio mayor que la zona central, pero puede variar en funcién del disefio.

El diametro de la lente de contacto de moldeo utilizada segun la invencién puede ser de 8,0 mm a 18,0 mm. Las
lentes disponibles en el mercado se fabrican con dichos diametros. En determinados aspectos, la lente de contacto
de moldeo puede ser una lente de contacto dura con un diametro comprendido entre 8,0 mm y 12,0 mm. En otros
aspectos, la lente de contacto de moldeo puede ser una lente de contacto blanda con un diametro comprendido
entre 13,0 mm y 15,0 mm. Las lentes de contacto blandas pueden cubrir toda la cérnea e ir de esclerédtica a
esclerdtica. En otros aspectos, la lente de contacto de moldeo puede estar compuesta de materiales duros y
blandos. La lente de contacto puede ser dura en el centro, hasta aproximadamente 12,0 mm, 13,0 mm, 14,0 mm o
15,0 mm, y blanda en la periferia hasta 16,0 mm, 17,0 mm y 18,0 mm. Una lente de contacto méas grande,
preferiblemente una lente de contacto blanda, puede utilizarse por la noche como lente de contacto de moldeo.

La potencia de las lentes de contacto de moldeo puede determinarse a la potencia refractiva mas cercana posible

que el sujeto necesite para ver comodamente. Durante el proceso de adaptacion con las lentes de contacto de
moldeo, si la visidn no es adecuada para las necesidades del sujeto, se le prescriben gafas mientras sigue el
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tratamiento. A medida que se remodela o se ha remodelado la cdrnea, pueden repetirse varias mediciones
optométricas para confirmar que el tratamiento progresa segun lo previsto y es adecuado. Dichas mediciones
pueden incluir la evaluacién de la agudeza visual para vision cercana y lejana, ortotipos, mediciones de
queratometria, retinoscopia objetiva y subjetiva, diagramas de la adaptacién de la lente de contacto de moldeo,
movimiento de la lente de contacto de moldeo y comodidad de la lente de contacto de moldeo.

Una vez realizadas las mediciones, pueden introducirse cambios en el programa de tratamiento en funcién de las
mismas. Con cada evaluacion, se puede decidir si continuar con la misma lente de contacto de moldeo o si se debe
utilizar una nueva lente de contacto. Ademas, se puede tomar la misma decisiéon con respecto a la composicion que
se utiliza con las lentes de contacto de moldeo. Se pueden realizar cambios en las lentes de contacto de moldeo y/o
en la composiciéon para inducir la remodelacion deseada de la cérnea a lo largo de varias semanas. En ciertos
aspectos, se realizan revisiones periddicas semanales durante las primeras 8 semanas tras el inicio del tratamiento.

La composicion descrita en la presente memoria induce cambios en el contenido de colageno de la cérnea (p. €.,
colageno de tipo Il). Otros aspectos de la anatomia, histologia y fisiologia de la cérnea también pueden verse
afectados por la composicidon. La composicion puede ser hiperténica o hipotdnica para inducir cambios en la
hidratacion de la cérnea. La composiciéon puede cambiar la estructura molecular de la cérnea (p. €j., la matriz
extracelular) y, de este modo, aumentar o reparar la cérnea, o remodelar la cérnea hasta la curvatura deseada.

Al remodelar la cornea, puede ser conveniente coadministrar una 0 mas enzimas para ablandar la cérnea. Las enzimas
ilustrativas incluyen, entre ofras, la hialuronidasa, la condroitinasa ABC, la condroitinasa AC, la queratanasa y la
estromelisina, que se ha demostrado que actian sobre diversos componentes proteoglicanos de la cérnea. También se
incluyen la enzima colagenasa, la metaloproteinasa de matriz 1 (colagenasa intersticial) y la metaloproteinasa de matriz 2
(gelatinasa). Cuando la composicién para su uso se coadministra con alguna de dichas enzimas, puede ser conveniente
incluir un vehiculo como un polimero (p. €j., metilcelulosa, alcohol polivinilico, celulosa, etc.) en la composicion para su uso
para potenciar el funcionamiento de dichas enzimas. Pueden incluirse agentes adicionales para activar las enzimas
metaloproteinasas, por ejemplo, interleucina-la, factor de necrosis tumoral a/ y cualquiera de sus subtipos, urato
monosaédico monohidratado, acetato 4-amino fenilmercurico, amiloide sérico humano A, microglobina B2 humana y cloruro
de cobre. También puede incluirse carbamida (urea). También puede utilizarse cualquier combinacién de estos agentes.

La composicién para su uso también puede coadministrarse con una 0 mas enzimas que degradan otros azucares o
proteinas que se encuentran en la cérnea. La composicién para su uso puede coadministrarse con uno o mas
anestésicos utilizados para reducir la irritacion por la lente de contacto de moldeo o por cualquier inserto/implante
corneal en la cérnea. La composicién para su uso puede coadministrarse con uno o mas lubricantes para mejorar la
comodidad del sujeto durante el tratamiento. En otros aspectos, la composicién para su uso puede coadministrarse
con uno o mas agentes antimicrobianos, como agentes antibacterianos, antivirales y/o antifingicos. La composicién
para su uso también puede coadministrarse con uno o mas vasoconstrictores. El experto en la técnica puede
determinar los agentes apropiados para la coadministracién al sujeto en funcién de la enfermedad tratada.

En ciertos aspectos, la composicién puede suministrarse en un kit tal como se define en las reivindicaciones. El kit
puede incluir uno o mas de: lentes de contacto de moldeo, gotas lubricantes para los ojos, soluciones limpiadoras
o de oftro tipo para las lentes de contacto, un estuche para las lentes de contacto, un par adicional de lentes de
contacto e instrucciones para llevar las lentes de contacto y utilizar la composicion. La composicion proporcionada
con el kit puede formularse para incluir la combinacién sefialada de componentes (un polipéptido de TGF3 como
se define en la presente memoria mas dexametasona (o cualquier sal, éster o hidruro de la misma)).

Ejemplos

Los ejemplos descritos en la presente memoria se proporcionan con el fin de ilustrar realizaciones y aspectos
especificos de la invencion y no pretenden limitar la invenciéon en modo alguno. Los expertos habituales en la técnica
pueden utilizar las descripciones y ensefianzas de la presente memoria para producir otras realizaciones, aspectos
y variaciones sin experimentacién indebida.

Ejemplo 1: Resumen de los experimentos

En experimentos anteriores, los inventores han demostrado que es posible dirigir los queratocitos para que se diferencien
hacia un linaje neuronal. Los experimentos descritos en la presente memoria han tenido como objetivo investigar el potencial
de los queratocitos para transformarse en células similares a los condrocitos que secretan colageno de tipo Il especifico del
cartilago. Se cree que este tipo de cartilago se expresa durante el desarrollo (Linsenmayer y col. 1990). Otro objetivo ha sido
determinar si se podia inducir in vivo la deposicién de colageno de tipo Il en las corneas de ratas vivas y si este tratamiento
afectaba positivamente a las propiedades opticas de las cérmeas. Otro objetivo ha sido determinar si los queratocitos de los
tejidos queratoconicos podrian someterse a este método de reprogramacion celular y a la consiguiente produccion de MEC
rica en colageno de tipo Il. Finalmente, los experimentos tienen como objetivo evaluar el efecto de la deposicion de colageno
tipo Il sobre las propiedades biomecanicas de las corneas tratadas in vivo y ex vivo cérneas tratadas mediante ensayos de
nanoindentacion, una estrategia de bioingenieria que permite analizar la dureza y el moédulo elastico.
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Ejemplo 2: Muestras de tejido
Tejido humano

Se obtuvieron cérneas humanas enteras de cadaver, corneas queratoconicas obtenidas en el momento de la cirugia de
trasplante, bordes limbares humanos y tapones DSEK cortados por el cirujano (tejido estromal sobrante de la queratoplastia
endotelial con extraccion de Descemets) de donantes procedentes del New Zealand National Eye Bank (banco oftalmolégico
nacional de Nueva Zelanda, Auckland, Nueva Zelanda). Los bordes limbares humanos se recogieron después de retirar el
botdn corneal central para la cirugia de trasplante de cérnea, dejando un margen corneal de 2 mm desde la unién limbal.
Antes de utilizar los tejidos, se obtuvo la aprobacién ética de la investigacién y el consentimiento del Comité Regional de
Etica Humana de Northern X. Todos los tejidos, hasta su utilizacién, se conservaron en medio del New Zealand National
Eye Bank (FCS al 2 %, L-glutamina 2 mM, 1 x Anti-Anti en MEM de Eagle) y se transportaron en medio de transporte del
New Zealand Eye Bank (medio del banco oftalmolégico complementado con dextrano al 5 %).

Tejido animal

La aprobacion ética de los estudios con animales se obtuvo del Comité de Etica Animal de la Universidad de
Auckland (numero de solicitud R856). Se obtuvieron ojos y cartilagos de ratas Wistar macho adultas de 6-
8 semanas de edad tras su eutanasia en una camara de diéxido de carbono. Se extrajo todo el ojo del animal y se
diseccion6 cuidadosamente la cornea con unas tijeras quirdrgicas con la ayuda de un microscopio de diseccion. La
apdfisis xifoides, que es una parte del esternén que contiene una placa fina y ancha de cartilago en su extremo, se
disecciond utilizando una hoja de bisturi. El tejido animal se lavd con povidona yodada (PVP-I) y tiosulfato sédico.
El exceso de grasa y tejido que cubre el cartilago se raspd con una cuchilla. Los ojos y cartilagos recién extraidos
se conservaron durante un periodo de tiempo minimo en solucion salina tamponada con fosfato hasta su utilizacion.

Ejemplo 3: Analisis histolégico
Preparacion de tejidos y crioseccion

Los trozos de cornea y cartilago (2 mm x 2 mm) se incrustaron en un compuesto de temperatura de corte éptima (OCT,
Tissue-Tek, Sakura, Paises Bajos) antes de congelarlas en nitrégeno liquido. Se cortaron secciones de 10-15 um de grosor
utilizando un criostato Microm HM550 (Thermo-Scientific, EE. UU.) y se montaron en portaobjetos electrostaticos
SuperFrost™ Plus (Menzel-Glenser, Alemania). Las criosecciones se conservaron a -20 °C hasta su uso posterior.

Cultivo de células y tejidos
Digestion de tejidos y preparacion de células a partir de corneas humanas y de rata

Se diseccionaron los bordes limbares para aislar el estroma de la esclerética en una campana de flujo laminar de clase
1. A continuacion, el epitelio corneal y el endotelio se rasparon suavemente con un queratomo y se desecharon. Los
tapones DSEK también se rasparon suavemente con un queratomo para eliminar el epitelio. A continuacion, el tejido
estromal restante se digirié en colagenasa de tipo Il al 0,4 % (Sigma-Aldrich), en solucién salina equilibrada de Hanks
(GIBCO®, Life Technologies) a 37 °C con mezclado suave en un agitador orbital. Se utilizaron diversos tiempos de
digestion, siendo 5 horas el tiempo necesario para una digestion 6ptima del tejido y la viabilidad celular.

Una vez finalizada la digestion del tejido, las células se separaron por centrifugacion a 1200 rpm durante siete
minutos. A continuacion, las células se resuspendieron en una cantidad minima de un medio de cultivo celular
adecuado y se contaron utilizando un microscopio invertido de sobremesa Leica DM IL y un hemocitdmetro
Neubauer. Se utilizé una proporcion 1:1 de suspension celular afiadida a la solucion de azul tripano (soluciéon madre
de azul tripano al 0,04 % en PBS) con un minimo de tres recuentos por muestra y se tomo el valor medio.

Cultivo celular de queratocitos corneales

Todas las manipulaciones celulares se realizaron en una campana de flujo laminar de clase Il utilizando una
técnica aséptica. Los queratocitos aislados se cultivaron en placas de racimo de 12 o 24 pocillos (Falcon) sobre
cubreobjetos de plastico o vidrio en 2-3 ml de medio de cultivo celular. Las células se mantuvieron en una
incubadora humidificada a 37 °C con un 5 % de CO2. Los medios de cultivo se cambiaron a las 24 horas vy,
posteriormente, cada dos dias o con mayor frecuencia en caso necesario. Los cultivos se observaron diariamente
con un microscopio invertido de sobremesa Leica DM IL. Para el cultivo de sedimentos celulares, las células
recién obtenidas tras el tejido se sedimentaron centrifugandolas a 300 g durante 7 minutos a 20 °C en un tubo
conico de plastico. Se afiadieron a los tubos los medios de cultivo adecuados. Tras 24 horas de incubacion a
37 °C, las células se habian contraido y formaban un precipitado que no se adheria a las paredes del tubo. Los
sedimentos se cultivaron en 2 ml de medio en una atmoésfera humidificada de 5 % de CO2 a 37 °C durante tres
semanas. Los medios se cambiaron cada dos dias.
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Cultivo organotipico en secciones

El tejido corneal y cartilaginoso humano y de rata se cortd en secciones finas (1-2 mm) en un plano anteroposterior
con una cuchilla y las secciones se colocaron en un sistema de cultivo organotipico de interfase aire-liquido (Figura 2).
Brevemente, los explantes de tejido sano se cultivaron en insertos de cultivo celular de 0,4 pm de tamafio de poro
(Millicell, Francia) en la interfaz entre el medio de cultivo y un entorno rico en COz. Las secciones de cdrnea se
colocaron con el epitelio hacia arriba en placas de cultivo celular con 3 ml de medio de cultivo. Los medios de cultivo
se cambiaron cada dos dias.

Ejemplo 3: Reprogramacion in vitro
Medios de cultivo
Se utilizaron varios medios hechos a medida, como se describe en la tabla siguiente.

Tabla 1: Medios de cultivo celular utilizados

|Nombre Medio base Otros componentes

Medio de proliferacién de Medio Eagle modificado por FBS al 10 %, Anti-anti al 1 % (solucion madre

fibroblastos Dulbecco (DMEM) (Life 100X), GlutaMAX™ al 1 % (solucién madre
Technologies, GIBCO®) 100X)

Medio de reprogramacion DMEM avanzado (Life 10 ng/ml de TGFp3 (Abeam, ab52313), 107 M

condrogénica Technologies, GIBCO®)

dexametasona (Abeam, ab120743), 1 %
GlutaMAX™

(Life Technologies, Gibco ®) (solucion madre
100X), 1 % Anti-Anti-Anti (solucién madre
100X) (Life Technologies, Gibco®)

Medio de control Medio Eagle modificado por GlutaMAX™ al 1 % (solucion madre 100X),
Dulbecco (DMEM) Anti-Anti al 1 % (solucién madre 100X)

Reprogramacion condrogénica de queratocitos

Las secciones de tejido se cultivaron en el medio de diferenciacion condrogénica durante intervalos de tiempo
variables para determinar el tiempo 6ptimo necesario para el tratamiento con el factor de crecimiento. Se
recogieron muestras para cada punto temporal (Tabla 2). Para obtener una monocapa de células, se sembraron
queratocitos en cubreobjetos de vidrio a una densidad de 15 x 10* por cm?2. Se dejo que las células se adhirieran
a los cubreobjetos durante 24 horas y se cambiaron los medios de cultivo cada dos dias. Los cultivos se
mantuvieron hasta 3 semanas.

Tabla 2: Puntos temporales experimentales para el cultivo de secciones de tejido corneal

Punto temporal 1 Semana 1 [Punto temporal 1 Semana 2 |Punto temporal 1 Semana 3
Muestra 1 Medio de diferenciacién Medio de control Medio de control

condrogénica
Punto temporal 1 Semana 1 [Punto temporal 1 Semana 2 |Punto temporal 1 Semana 3

Muestra 2 Medio de diferenciacién Medio de diferenciacion Medio de control
condrogénica condrogénica

‘Muestra 3 Medio de diferenciacién Medio de diferenciacion Medio de diferenciacion
condrogénica condrogénica condrogénica

|Muestra 4 Medio de control Medio de control Medio de control

Ejemplo 4: Reprogramacion in vivo
Colirio en gel para la administracién de factores de crecimiento

Los colirios se formularon utilizando goma gellan, que es un polisacarido soluble en agua producido por la bacteria
Pseudomonas elodea. El uso de una formulacién a base de gel permite prolongar el tiempo de residencia en la
cornea y aumentar la biodisponibilidad ocular del agente terapéutico. Dado que la goma gellan polimérica es un
polimero anidnico, se gelifica in situ en presencia de cationes mono y divalentes como Ca?*, Mg?*, K* y Na* (Bakliwal
y Pawar 2010). Los electrolitos presentes en el liquido lagrimal provocan la gelificacién del polimero cuando se
instila en el ojo, lo que a su vez se traduce en un mayor tiempo de residencia y una mayor biodisponibilidad del
farmaco (Ludwig 2005). Segun estudios previos de formulacion, la formulacion polimérica no es irritante y es segura
para su uso in vivo (Rupenthal, Green y Alany 2011).
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Se preparo una solucion al 0,5 % calentando primero agua destilada a 80 °C, seguida de la adicion de goma
gellan (Kelcogel™ EE. UU.) con agitacion constante. Una vez que el polvo se disolvié completamente, la solucion
se enfrid y se conservo a 4 °C. Las cantidades apropiadas de factores de crecimiento se afiadieron al gel liquido
con agitacion constante. Se utiliz6 una concentraciéon de factores de crecimiento diez veces superior a la
empleada en el medio de cultivo para compensar el farmaco perdido a través del drenaje nasolagrimal y el
parpadeo. El colirio en gel incluy6 una concentracion final de 100 ng/ml de TGFB3 y aproximadamente 4 pyg/ml
de dexametasona.

Tratamiento con factores neurogénicos y condrogénicos

Se sujeté manualmente a los animales y se instilaron aproximadamente 15 pl del colirio en el ojo derecho
(Figura 3). El ojo contralateral se utilizé como ojo de control. Se administraron gotas oculares tres veces al dia
durante un maximo de 5 dias para la especificacion neuronal y durante un maximo de 8 semanas para la
especificacion condrogénica.

Ejemplo 5: Analisis inmunohistoquimico (IHC)
Recogida y tratamiento de tejidos

Al final del tratamiento, se sacrificd a los animales mediante una camara de diéxido de carbono. Los ojos se
extrajeron y se limpiaron en solucion salina tamponada con fosfato. A continuacion, las corneas se diseccionaron
cuidadosamente y se fijaron en paraformaldehido al 4 % (PFA) durante 1 hora y se trataron con solucién de
sacarosa para crioproteger el tejido antes de congelarlo y seccionarlo. La sacarosa como crioprotector es un
deshidratante que evita la formacion de artefactos de cristales de hielo en secciones de tejido congelado. En caso
de congelacion lenta del tejido, la crioproteccién es especialmente importante.

Brevemente, las corneas se sumergieron en una solucion de sacarosa al 20 % durante 5horas a 4°C vy, a
continuacioén, se pasaron a una solucion de sacarosa al 30 % y se mantuvieron a 4 °C hasta que el tejido se hundié
(normalmente toda la noche). A continuacion, las cérneas se embebieron en compuesto OCT y se sumergieron en
nitrégeno liquido para provocar una congelacion rapida. Los bloques de tejido congelados se conservaron a -80 °C
hasta su uso posterior. Se montaron secciones de criostato de aproximadamente 10-15 pm de grosor en
portaobjetos SuperFrost™ Plus y los portaobjetos se conservaron a -80 °C hasta que se necesitaron. En el caso de
los cultivos celulares, las células cultivadas en cubreobjetos se enjuagaron con PBS vy se fijaron con PFA al 4 %
durante 15 minutos. Los cubreobjetos se sumergieron en PBS hasta su uso posterior.

Inmunohistoquimica

Para las criosecciones de tejido, antes de realizar la inmunohistoquimica, los portaobjetos se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 15-20 minutos. La OCT se lavé con PBS y la zona alrededor del tejido se demarco con
un lapiz de cera. Las secciones de tejido se incubaron primero con una solucién de bloqueo de suero de cabra normal
al 10 % durante 1 hora, seguido de una incubacién de una noche con la dilucién adecuada del anticuerpo primario a
4 °C. A continuacion, los portaobjetos se enjuagaron tres veces en PBS antes de incubarlos con la diluciéon adecuada
de anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario se dejo actuar durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
secciones se tifieron con el marcador nuclear de contraste 4',6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y se montaron en Citifluor,
un agente antidecoloracién (ProSciTech, Australia). Para la obtencién de imagenes se utilizaron un microscopio
confocal de barrido laser Olympus FluoView™ FV-1000 (laseres de longitud de onda de 405 nm, 473 nm y 559 nm) y
un microscopio de fluorescencia Leica DMRA.

Tabla 3: Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Proveedor/cat. num. Dilucion utilizada
Anticuerpos primarios

De ratén anticolageno de tipo | Abcam/ab63080 1:2000
De ratén anticolageno de tipo |l Millipore/MAB8887 1:200
De ratén anticolageno de tipo Il Biogenesis/2150-0081 1:100
De ratén antivimentina Sigma/V6630 1:1000
De raton anti-a de musculo liso Novocastra/NCL-SMA 1:100
Anticuerpos secundarios

De cabra antirraton conjugado a | Sondas moleculares®/A- 1:500
Alexa 568 11031

De cabra anticonejo conjugado a | Sondas moleculares ®/A- 1:500
Alexa 488 11034

De cabra antirraton conjugado a | Sondas moleculares ®/A- 1:500
Alexa 488 11001
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Ejemplo 6: Analisis de la expresion génica
Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

La extraccion del ARNm de las muestras se llevo a cabo utilizando PureLink® RNA MicroKit (Invitrogen). En
resumen, las muestras de tejido se mezclaron con 0,75 ml de TRIzol® y ARN portador y se homogeneizaron
utilizando un homogeneizador manual (PRO Scientific, Inc.). A continuacién, las muestras se incubaron con 0,2 ml
de cloroformo y se centrifugaron a 12000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. La fase superior se separ6, se mezcld
con etanol y se transfirié al tubo de la columna de recogida.

El ARN se recogi6 en la columna centrifugando a 12000 rpm durante 1 minuto. El flujo continuo se desechd vy el
ARN extraido se tratdé con desoxirribonucleasa (DNAsa). La columna se lavé varias veces con los tampones
proporcionados y el ARN se dispersé finalmente en agua sin ribonucleasas (RNasa). La concentracién se determiné
con un NanoDrop® (Thermo Scientific) y el ARNm se conservé a -80 °C.

Para preparar el ADNc se utilizé el kit de sintesis de ADNc SuperScript® VILO™ (Invitrogen™, Life Technologies).
Brevemente, se incubaron 100 ng de ARN a 25 °C durante 10 minutos con VILO™ Reaction Mix, SuperScript®
Enzyme Mix y agua sin RNasa. A continuacién, las muestras se incubaron a 42 °C durante 120 minutos, seguida
de una incubacion a 85 °C durante 5 minutos. EI ADNc se consevé a -20 °C.

PCR cuantitativa mediante ensayos de expresion génica TagMan®

Se obtuvieron ensayos de expresiéon génica TagMan® para los genes de interés. En el paso de PCR, se combinaron
10 yl de TagMan® Universal Master Mix Il con 1 ul del ensayo, aproximadamente 25 ng de ADNc y 9 ul de agua para
completar un volumen de 20 pl. Los tubos se agitaron en vortex y se centrifugaron brevemente para centrifugar el
contenido. Cada muestra de ADNc se prepar6 por triplicado y se pipeted en una placa de 384 pocillos. Se cargaron
20 ul de cada mezcla de reaccién en cada pocillo de una placa de reaccién Micro Amp® Optical de 384 pocillos
(Applied Biosystems). A continuacion, se cubrié la placa con una pelicula adhesiva éptica MicroAmp® (Applied
Biosystems) y se centrifugd brevemente para eliminar las burbujas de aire. La placa se transfirié al 7900HT Fast Real-
Time PCR System y se ejecutd utilizando los siguientes parametros de termociclado, 50 °C durante 2 min, 95 °C
durante 10 min seguidos de 40 ciclos de 95 °C a 15 sy 60 °C a 1 min. Los resultados se analizaron como se describe
en la seccion anterior.

Tabla 4: Ensayos génicos Tagman® utilizados para QPCR

Simbolo del gen Nombre del gen ID del ensayo
Colla1 (rata) Colageno, tipo |, alfa 1 Rn01463848_m1
Col2a1 (rata) Colageno, tipo Il, alfa 1 Rn01637085_m1

(continuacién)

Simbolo del gen Nombre del gen ID del ensayo

Col2a1 (rata) Colageno, tipo Il, alfa 1 Rn01637087_m1

Pop4 (rata) Subunidad p29 de la proteina ribonucleasa P (gen Rn02347225 m1
constitutivo)

COL2A1 (humano) Colageno, tipo Il, alfa 1 Hs00264051_m1

CDKN1A (humano) Inhibidor 1 de cinasa dependiente de ciclina (gen Hs00355782_m1
constitutivo)

Ejemplo 7: Comprobacion de las propiedades biomecanicas y 6pticas de las corneas tras la deposicién in situ de
proteinas estromales de la MEC

Examen del segmento anterior (estructuras frontales) del ojo del roedor

Se ha demostrado que la biomecanica corneal es relevante en el diagndstico y el tratamiento de diversas
enfermedades de la cérnea y proporciona informacién sobre la estructura de la cornea y su relaciéon con la funcion
fisiolégica corneal. Las céorneas que se han sometido a tratamiento para provocar el depésito de proteinas de la MEC
también deben someterse a pruebas de opacidad corneal, ya que una transparencia reducida seria indeseable.

Se utilizo6 el sistema de obtencién de imagenes oculares Phoenix Micron IV Rodent (Phoenix Research Labs) para
examinar las corneas de las ratas tratadas. Primero se sed¢ a las ratas mediante una inyeccion intraperitoneal de
ketamina y Domitor® (3:2). Se utilizé la lampara de hendidura del sistema de imagen Micron IV para examinar
detalladamente las capas de la cornea y comprobar su integridad y transparencia. También se tomaron imagenes
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retinianas para comprobar la transparencia de la cérnea. Tras la obtencién de imagenes, se administr6 a las ratas
Antisedan® (atipamezol) para revertir la sedacion.

Mediciones por nanoindentacién de cérneas tratadas in vitro e in vivo

La nanoindentacion proporciona mediciones mecanicas de materiales de interés mediante la aplicacion de fuerzas
ultrapequefias perpendiculares al plano de la muestra de interés y la medicién de la indentacion resultante de la
muestra (Dias y Ziebarth 2013). La nanoindentacion ha surgido recientemente como una potente herramienta para
medir las propiedades mecanicas a nano y microescala en tejidos y otros biomateriales (Ebenstein y Pruitt 2006).
El avance mas reciente de la obtencién de imagenes in situ mediante microscopia de sonda de barrido (SPM), en
donde la punta del nanoindentador se utiliza simultdneamente como dispositivo de obtencion de imagenes 3D
combinado con la nanoindentacién, ha permitido una nueva ola de investigacion de materiales novedosos
(Dickinson y Schirer 2009). La fuerza, el desplazamiento y el tiempo se registran simultdneamente mientras una
punta de nanoindentacién se introduce en el tejido corneal bajo una carga controlada. Las fuerzas aplicadas durante
la nanoindentacion pueden ser tan pequefias como unos pocos nanoNewton o tan grandes como varios Newton, lo
que permite estudiar una amplia gama de escalas de tamafio. Los ensayos de nanoindentacion dan como resultado
una curva de carga-desplazamiento que puede analizarse mediante ecuaciones bien definidas para calcular las
propiedades mecanicas relativas a la rigidez, la integridad y la elasticidad de la cérnea.

Las coérneas queratocénicas humanas se pusieron en cultivo organotipico en medio de control o en medio que
contenia la proteina especifica de la MEC que inducia los factores de reprogramacion. A continuacion, se realizaron
mediciones de nanoindentacion al final del tiempo de tratamiento. Para el estudio in vivo, los animales se sujetaron
manualmente y se instilaron aproximadamente 15 ul de la formulacién de colirio en gel que contenia los factores
de reprogramacion en el ojo derecho de cada rata Wistar. El ojo contralateral se utilizd como ojo de control. Se
administraron colirios tres veces al dia durante un maximo de siete semanas. Las mediciones de nanoindentacion
se registraron tras la semana 1, la semana 3 o la semana 7 del periodo de tratamiento en ojos aislados.

Las pruebas de nanoindentacion se llevaron a cabo en el laboratorio de Ingenieria Quimica y de Materiales de la Universidad
de Auckland. Para probar la cérnea en su posicion natural se necesité un molde para la nanoindentacion. Estudios anteriores
han utilizado poliestireno y masilla adhesiva para mantener las cérneas en su sitio. El efecto de la deformacion del molde
bajo la carga era una fuente potencial de error, por lo que se decidid utilizar un molde duro para las pruebas. El primer
material que se utilizd para crear un molde fue plastilina convencional. Se formd con la forma y curvatura exactas de las
muestras de cérnea humana (Figura 6(A)). La plastilina se dejé endurecer durante los dos dias siguientes antes de utilizarla
en las pruebas. La prueba de los ojos de rata fue ligeramente diferente, ya que se utilizaron los globos oculares completos.
Para mantener en su sitio los globos oculares, se utilizé una placa de Petri rellena de resina y con una pequefia hendidura
para sujetar el globo ocular (Figura 6(B)). Se utilizé PBS para evitar que las muestras se secaran.

Dado que las muestras son muestras biolégicas muy blandas, se utilizé una punta de fluido conosférica para todas las
pruebas de nanoindentacion. La carga de indentacion utilizada para las muestras humanas fue de 50 uN. Para los globos
oculares de rata, se utilizé un intervalo de cargas entre 3 y 5 uN. Se encendid la luz de fibra 6ptica y se coloco la muestra
directamente bajo el haz de luz del microscopio. La seccion central de la cérnea se colocé directamente en el haz de luz
con la mayor precisién posible (Figura 6(C)). La muestra se enfocé ajustando el control deslizante Z hasta que se pudo
observar la superficie de la cérnea con buena resolucion. Para asegurarse de que el foco estaba en el punto central mas
alto de la muestra de coérnea, se movio la vista en las direcciones x e y para observar como cambiaba el foco.

Una vez enfocado el punto de recogida de datos en el centro de la cornea, se definié el limite de la muestra y se
realizé una aproximacion rapida. Antes de la indentacion habia que configurar correctamente la funcion de carga.
El proceso de indentacién propiamente dicho esta automatizado por el Triboindenter® de Hysitron (Figura 6(D)). La
carga predefinida se coloco en la punta del indentador, que penetra en la muestra hasta alcanzar un limite definido.
A continuacion, se mantuvo la punta durante 10 segundos antes de descargarla de la muestra. La dureza de la
muestra se determina por el area de indentacion residual (Ar) tras la descarga de la punta.

Carga maxima (P)

Dureza = - - — -
Area de indentacion residual (Ar)

Donde Pmax. s la carga de indentacion maxima y Area es el area de contacto de la punta conosférica con la muestra.
El mdédulo elastico reducido es una representacion del modulo elastico tanto en la muestra como en la punta del
indentador, como muestra la siguiente ecuacion:

1 1-v? L- e
Er Ei Em
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Donde i hace referencia al indentador y m hace referencia al material de la muestra. El moédulo elastico reducido
nos indica el grado de elasticidad de una muestra. Dado que se utiliza la misma punta de indentador para cada
ensayo, el médulo elastico reducido puede utilizarse para comparar la elasticidad de cada muestra analizada.

Ejemplo 8: Los queratocitos de cornea humana adulta producen colageno de tipo Il especifico de cartilago tras el
tratamiento con TGFB3 exdgeno y dexametasona

Se sabe que un factor de crecimiento puede actuar sobre varios tipos de células con efectos similares o variados,
mientras que mas de un factor de crecimiento puede compartir funciones biolégicas similares. A la hora de elegir
factores de crecimiento, citocinas y sustancias quimicas que pudieran provocar el deposito de colageno en el
estroma corneal, era importante tener en cuenta los efectos conocidos de determinados factores exégenos. En los
presentes experimentos, se utilizé un tratamiento combinado de TGFB3 y dexametasona.

La mayoria de las pruebas de los efectos del TGFB3 y la dexametasona se han obtenido mediante estudios
realizados sobre sus efectos en las células madre/progenitoras (Schuldiner, Yanuka, ltskovitz-Eldor, Melton y
Benvenisty 2000; Worster, Nixon, Brower-Toland y Williams 2000). Anteriormente se ha utilizado una combinacion
de TGFB y dexametasona para inducir a las células progenitoras a diferenciarse en condrocitos in vitro (Diekman,
Rowland, Lennon, Caplan, y Guilak 2009; Johnstone y col. 1998; Kolambkar, Peister, Soker, Atala y Guldberg 2007;
Winter y col. 2003). Ademas, la dexametasona, un farmaco corticoide sintético, se ha utilizado para tratar afecciones
oculares inflamatorias. Por lo tanto, se utiliz6 una combinacion de TGFB3 y dexametasona en el medio de
diferenciacion condrogénica para impulsar la diferenciacion de los queratocitos hacia un fenotipo condrocitico.

En los presentes experimentos, se observé especificamente la expresion de colageno de tipo | y de tipo Il. Se sabe que los
tipos fibrilares de colageno, como los tipos | y Il, se autoensamblan y reticulan para formar fibras altamente cristalinas que
presentan una rigidez muy elevada, una baja extensibilidad y una notable capacidad de almacenamiento de energia elastica
(Wells 2003). La reticulacién es el procedimiento que contribuye a la rigidez y resistencia a la traccion de las fibras.

La matriz extracelular (MEC) del estroma corneal esta compuesta por fibrillas de colageno heterotipicas fuertemente
empaquetadas, compuestas principalmente por colageno de los tipos | y V. Al igual que las fibrillas corneales, las fibrillas
del cartilago son heterotipicas (compuestas por los tipos Il y XI) y tienen un diametro uniforme de 25 nm (ligeramente
mas pequefias que las fibrillas corneales) (Mendler, Eich-Bender, Vaughan, Winterhalter y Bruckner 1989). El colageno
Il es el principal componente fibrilar del cartilago y es similar al colageno | en que la molécula consiste esencialmente en
un unico dominio helicoidal ininterrumpido de 300 nm de longitud. Debido a sus similitudes, los colagenos Il y Xl se
consideran los analogos cartilaginosos de los colagenos | y V (colagenos del estroma corneal) en otros tejidos.

En los presentes experimentos, se sembraron queratocitos corneales de cérneas adultas en el medio de diferenciacion
condrogénica que contenia TGFB3 y dexametasona o en un medio de proliferacion de fibroblastos estandar. En 2-3 dias,
los queratocitos sembrados en el medio de diferenciacion condrogénica formaron agregados/esferas celulares (Figura 7(A))
de aproximadamente 50—100 um de diametro. Las esferas se marcaron para el colageno de tipo Il especifico de los
condrocitos en la parte central y para la nestina en la periferia (Figura 7(B)). Ademas, una vez colocadas las esferas en el
medio de proliferacion de fibroblastos, las células de las esferas empezaron a extenderse hacia el exterior (Figura 7(C)) para
poblar la placa de cultivo, formando asi una monocapa celular. Las regiones en donde las células habian estado agregadas
marcaban el colageno de tipo Il, mientras que las células en monocapa no lo hacian (Figura 7(D)).

Los queratocitos sembrados en el medio de proliferaciéon de fibroblastos formaron una monocapa uniforme de
células similares a los fibroblastos (Figura 8(A)) que no marcaron ni para nestina ni para colageno de tipo Il
(Figura 8(B)). Cuando se cambio el medio a un medio de diferenciacion condrogénica no se produjeron cambios en
el aspecto del cultivo y las células siguieron siendo negativas para colageno de tipo Il. Estos resultados sugieren
que la agregacion celular parece ser importante para la produccién de MEC de tipo cartilaginoso. Los queratocitos
sembrados en medio de proliferacién de fibroblastos no consiguieron formar las agregaciones celulares necesarias.
Por lo tanto, para formar grupos de fibroblastos, los fibroblastos confluentes se disociaron de la placa de cultivo, se
sedimentaron y se cultivaron en forma de sedimentos en medio de diferenciacién condrogénica durante tres
semanas mas. Los granulos celulares dieron positivo para la proteina especifica de la MEC del estroma corneal, el
queratocano, pero no para la proteina especifica de la MEC del cartilago, el colageno de tipo Il (Figura 8(F) y (G)).

Ejemplo 9: Los queratocitos de corneas humanas adultas y cérneas de ratas adultas secretan MEC que contiene
colageno de tipo Il cuando se tratan con TGFB3 y dexametasona

Se colocaron secciones de cérnea humana adulta en cultivo organotipico de secciones en medio de control o en
medio de diferenciacion condrogénica durante dos semanas. A continuacion, las secciones de tejido se marcaron
con respecto a la proteina especifica de los condrocitos de la MEC, el colageno de tipo Il y el colageno corneal
nativo de tipo |. Sélo se observé marcaje positivo en las cérneas tratadas con TGFR3 y dexametasona (Figura 9(C)
y 10(B)). Se observé que un periodo de tratamiento de dos semanas dio lugar a la deposicion de colageno de tipo
Il en la MEC estromal de las cérneas tratadas (Figura 9(C)). El tratamiento durante 1 semana no produjo ningun
deposito visible de colageno de tipo Il en la MEC estromal (Figura 9(B)).
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La cantidad y el patrén del colageno nativo de tipo | parecian estar ligeramente alterados en las corneas tratadas. En
general, la intensidad del marcaje era similar, pero la distribucién era mas extensa y la cantidad de marcado era mayor
en las corneas no tratadas (Figura 9(D)). Ademas, el colageno de tipo Il recién producido se depositd de forma
uniforme y ordenada en la MEC, sin formar grandes masas ni agregados. El marcaje se observé claramente a lo largo
de la estructura de colageno preexistente del estroma corneal y se distribuyé por todo el grosor de la capa estromal.

El experimento in vitro con tejido corneal humano se amplié después a un estudio in vivo con roedores en donde
las corneas derechas de ratas Wistar macho se trataron durante dos semanas con una administracion tres veces
al dia de 15 pl de una formulacién en colirio a base de goma gellan de TGFB3 y dexametasona. Al cabo de dos
semanas se practicé la eutanasia a las ratas y se procesaron las cérneas para la inmunohistoquimica. Soélo las
corneas tratadas dieron positivo para el colageno de tipo I, observandose un mayor grado de deposicién en la parte
anterior de la cérnea (Figura 10(D) y (E)). Por tanto, solo las secciones corneales cultivadas en el medio de
diferenciacion condrogénico fueron positivas para el colageno de tipo Il. Ademas, el colageno de tipo Il se depositd
en capas uniformes a lo largo de la estructura de colageno preexistente del estroma.

Ejemplo 10: Induccién del depésito de colageno de tipo Il en cérneas queratoconicas

A continuacion, los inventores trataron de confirmar que la reprogramacion in vivo observada en sus estudios podia utilizarse
en tratamientos contra el queratocono. Se llevaron a cabo experimentos para afirmar que los queratocitos de las cérneas
queratoconicas eran susceptibles de inducir la deposicion de coldgeno de tipo Il. Los botones corneales queratocénicos
obtenidos tras la cirugia de trasplante de cérmea se colocaron en cultivo tan pronto como se obtuvieron. La mitad de cada
botdn se colocd en medio de control y la otra mitad en medio de diferenciacion condrogénica y se mantuvo durante
2 semanas. Transcurridas 2 semanas, el tejido se procesé para inmunohistoquimica o extraccion de ARNm. La MEC
estromal de solo la mitad tratada de la cornea era positiva para el colageno de tipo Il (Figura 11(B)). Aunque la intensidad
del marcaje era menor en el tejido queratocénico en comparacion con el tejido coreal normal, el patron de marcaje era
similar y seguia una disposicién ordenada a lo largo de la estructura de las laminillas de colageno preexistentes.

El marcaje de la vimentina reveld marcadas diferencias entre los queratocitos de las corneas queratoconicas tratadas y no
tratadas. En general, la densidad de queratocitos era menor en las corneas no tratadas, con escasez de células en la parte
posterior de la cérnea (Figura 11(C)). Ademas, los queratocitos de las cérneas tratadas parecian mas filamentosos y
completos en su morfologia en comparacion con los queratocitos de las corneas no tratadas (Figura 11(E) y (F)). En
comparacion con los queratocitos de las corneas no tratadas, los queratocitos de las cérneas tratadas eran mas largos y
presentaban un mayor nimero de procesos celulares que marcaban fuertemente la Vimentina.

Ejemplo 11: El tratamiento con TGFB3 y dexametasona no induce el depdsito de proteinas fibroticas ni causa
opacidad corneal

Las corneas humanas cultivadas en el medio de diferenciacion condrogénica durante un maximo de tres semanas se
marcaron para el colageno tipo lll y aSMA, que estan asociados a la fibrosis y la cicatrizacion (Gabbiani 2003; Karamichos
y col. 2012). No se observaron indicios de deposicion de matriz fibrética, mientras que en el tejido de control se observo
un mayor grado de marcaje de aSMA (Figura 12). Estos resultados confirman hallazgos anteriores de que, a diferencia
de TGFB1y TGFB2, TGFB3 no induce la diferenciacion de los queratocitos corneales en miofibroblastos.

El examen con lampara de hendidura se realizé en ratas vivas durante todo el periodo de estudio. Al examinarlas,
las cérneas tratadas y no tratadas eran indistinguibles, sin signos de cicatrizacion u opacidad. Las imagenes de la
parte posterior del ojo para revelar los vasos sanguineos mostraron cérneas claras que no obstruian el paso de la
luz (Figura 13(A) y (B)) y las imagenes en seccion transversal in vivo de la cornea de rata utilizando la lente Micron
IV revelaron cérneas transparentes a través de las cuales pasaba facilmente la luz (Figura 13(C) y (D)). No habia
signos de opacidad o turbidez corneal que pudieran obstruir el paso de la luz a través de la cornea.

Ejemplo 12: Cambio en la expresion del ARNm del colageno de tipo Il y tipo | tras el tratamiento in vivo

Las cérneas de rata tratadas in vivo durante 1 semana, 7 semanas y 3 semanas, seguido de un periodo sin tratamiento
de 4 semanas, se sometieron a un analisis cuantitativo de expresion génica. El objetivo era determinar si la expresion
de colageno de tipo Il disminuye de nuevo y/o cesa permanentemente tras la retirada del tratamiento con factor de
crecimiento. También se investigo el efecto del tratamiento sobre el colageno corneal nativo de tipo Il

En comparacion con las cérneas tratadas durante 7 semanas, las corneas tratadas durante 1 semana expresaban
niveles muy elevados de colageno de tipo Il. Los niveles de expresion disminuyeron considerablemente al suspender
el tratamiento, como indica el primer grafico de la Figura 35. En cuanto a la expresiéon del colageno de tipo I, las
cérneas tratadas durante 1 y 7 semanas se compararon con las corneas no tratadas. Se observé que habia un pico
inicial en la expresion de colageno de tipo | después de 1 semana de tratamiento, pero en la semana 7 la expresién
de colageno de tipo | era significativamente menor y comparable a su expresion en la cérnea no tratada (Figura 14(B)).

Ejemplo 13: Cambio en las propiedades biomecanicas de las corneas tratadas in vitro e in vivo
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Se planteé la hipétesis de que el depdsito de colageno de tipo Il afectaria a la rigidez y elasticidad de las corneas.
Para evaluar estos cambios, las corneas de rata in vivo y las cérneas humanas tratadas ex vivo y sus controles
correspondientes se sometieron a pruebas de nanoindentacion.

En comparacién con los controles no tratados, las corneas de rata tratadas in vivo durante 1 semana no presentaron un
aumento significativo ni de la dureza ni de la elasticidad (Figura 15). En las céomeas tratadas in vivo durante 3 semanas, se
observé una clara diferencia entre el ojo tratado y el de control. Cada una de las corneas se sometié a prueba hasta ocho
veces y los graficos de carga-deformacion obtenidos mostraron una buena reproducibilidad (Figura 16). En el ojo derecho
expuesto al tratamiento con factor de crecimiento, tanto la dureza como el médulo elastico reducido fueron notablemente
superiores. También se sometieron a las mismas pruebas biomecéanicas un par de cérneas de queratoglobo emparejadas
que se cultivaron ex vivo en el medio de control o en el medio de diferenciacion condrogénica durante 6 semanas. Una vez
mas, las pruebas revelaron un aumento significativo de la dureza y el médulo elastico en la cérnea tratada (Figura 17).

Ejemplo 14: Combinaciones comparativas de factores de crecimiento y esteroides

Se realizd un estudio ex vivo en cérneas de oveja para investigar la eficacia de otras combinaciones de factores de
crecimiento y esteroides en la diferenciacién condrogénica de los queratocitos corneales.

Los ojos frescos de oveja se obtuvieron de Auckland Meat Processors. Las corneas se extirparon inmediatamente
y se lavaron con povidona yodada (PVP-1) y solucién de tiosulfato sédico. A continuacién, se cortaron discos de
8 mm de tejido corneal ovino con un trépano. Se colocé un disco de cérnea de oveja en cada una de las condiciones
de cultivo (descritas en la Tabla 5) durante 3 semanas. A continuacion, los discos corneales se colocaron en un
sistema de cultivo organotipico de interfase aire-liquido.

Brevemente, los explantes de tejido sano se cultivaron en insertos de cultivo celular de 0,4 pm de tamafo de poro
(Millicell, Francia) en la interfaz entre el medio de cultivo y un entorno rico en CO2. Las secciones de cornea se
colocaron con el epitelio hacia arriba en placas de cultivo celular con 3 ml de medio de cultivo. Los medios de cultivo
se cambiaron cada dos dias. El medio basal utilizado fue medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con Anti-Anti al 1 % (solucion antibiética antimicética) y GlutaMAX™ al 1 % (GIBCO®). Al cabo de
3 semanas, cada disco corneal se fij6 en paraformaldehido al 4 % (PFA) durante 1 hora y se traté con solucién de
sacarosa para crioproteger el tejido antes de congelarlo y seccionarlo.

En resumen, las corneas se sumergieron en una solucion de sacarosa al 20 % durante 5horas a 4°C vy, a
continuacién, se pasaron a una solucion de sacarosa al 30 % y se mantuvieron a 4 °C hasta que el tejido se hundié
(normalmente toda la noche). A continuacion, las cérneas se embebieron en compuesto OCT (temperatura éptima
de corte) y se sumergieron en nitrogeno liquido para provocar una congelacién rapida. Los bloques de tejido
congelados se conservaron a -80 °C hasta su uso posterior. Se montaron aproximadamente 4—6 secciones
criostaticas de 40 um de grosor en portaobjetos SuperFrost™ Plus y los portaobjetos se conservaron a -80 °C hasta
que se necesitaron. A continuacién, se marcé el colageno de tipo Il en las secciones de cornea.

Para la inmunohistoquimica, los portaobjetos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1520 minutos. La OCT
se lavé con PBS y la zona alrededor del tejido se delimitd con un lapiz de cera. Las secciones de tejido se incubaron
en primer lugar con una solucién de bloqueo de suero de cabra normal al 10 % durante 1 h, seguido de incubacion
durante una noche con anticuerpo de raton anticolageno Il (Millipore/MAB8887) a 4 °C. A continuacion, los
portaobjetos se enjuagaron tres veces en PBS antes de incubarlos con la dilucion adecuada de anticuerpo secundario
de cabra antirraton conjugado con Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes®/A-11001). El anticuerpo secundario se dejo
actuar durante 2 horas a temperatura ambiente. Las secciones se tifieron con el marcador nuclear de contraste 4',6'-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) y se montaron en Citifluor, un agente antidecoloracion (ProSciTech, Australia). Para
visualizar el marcado, se utilizaron un microscopio confocal de barrido laser Olympus FluoView™ FV-1000 (laseres
de longitud de onda de 405 nm 473 nm y 559 nm) y un microscopio de fluorescencia Leica DMRA.

La Tabla 5 presenta los resultados de este estudio. La Figura 20 muestra imagenes representativas del marcaje del
colageno de tipo Il en secciones de cérnea, en cada una de las condiciones.

Tabla 5: Combinaciones probadas de factores de crecimiento y esteroides

Combinacion de factores de Deposito de colageno de tipo Il Imagen
crecimiento y esteroides (S/N) representativa
BMPG6 N Figura 20A
BMP6 + hidrocortisona N Figura 20B
TGFs + hidrocortisona N Figura 20C
BMP6 + dexametasona N Figura 20D
TGFps3 + prednisona N Figura 20E
TGFBs + Triesense® N Figura 20F
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| TGFBs + dexametasona B | Figura 20G-H |

Los resultados confirmaron que la combinacién de TGF3 y dexametasona es la Unica combinacién ensayada que provoco
la respuesta deseada de las células diana (Figura 20, paneles G-H). Las demas combinaciones de factores de crecimiento
y esteroides no produjeron los cambios deseados en el colageno de tipo Il de los queratocitos (Figura 20, paneles A-F). Los
resultados también confirmaron la reprogramacion de queratocitos en coreas de oveja (Figura 20, paneles G-H).

Estudios anteriores han demostrado que otros factores de crecimiento y otros compuestos esteroideos no son
adecuados para el tratamiento y la reparacion de la cérnea. Tanto el TGFB1 como el TGFB2 producen cicatrices
fibréticas (Carrington, Albon y col. 2006; Desmouliere, Chaponnier y col. 2005; Jester, Huang y col. 2002; Cowin y col.
2001; Shah y col. 1995). ElI EGF regula negativamente la condrogénesis (Yoon 2000). Los estrégenos también regulan
negativamente la condrogénesis (Kato y Gospodarowicz 1985). Se ha demostrado que la hidrocortisona promueve la
diferenciacion adipogénica en lugar de la condrogénica (Ghoniem y col. 2015; Lee, Kuo y col. 2004). Estos estudios
anteriores muestran la importancia de los presentes hallazgos en TGFB3 y dexametasona, que actuan conjuntamente
para promover la diferenciacidon condrogénica de los queratocitos corneales y la cicatrizacion corneal sin cicatrices.

Ejemplo 15: Dosis comparativas de TGF33 y dexametasona

Antes de un estudio in vivo, se realizaron experimentos para identificar las distintas dosis eficaces para los
tratamientos ex vivo. Se realizé un estudio de busqueda de dosis para TGFB3 y dexametasona cultivando cérneas
de oveja en medios de cultivo que contenian estos dos factores en concentraciones variables.

Se obtuvieron ojos frescos de oveja, se extirparon las cérneas y se trataron como se indica en el Ejemplo 14. Se
colocd un disco de cornea de oveja en cada una de las 16 condiciones de cultivo (Tabla 21) durante 3 semanas.
Los discos corneales se cultivaron y luego se sometieron a analisis inmunohistoquimicos y microscépicos como se
indica en el Ejemplo 14. La Figura 21 muestra imagenes representativas del marcaje del colageno de tipo Il en
secciones de cornea en cada una de las condiciones.

Este estudio reveld que las concentraciones mas bajas de TGFB3 (2—4 ng/ml) y de dexametasona (1—10 nM) tenian una
menor eficacia ex vivo (Figura 21, filas primera y segunda). Las dosis mas altas, es decir, 8-10 ng/ml de TGFB3 y 100—
1000 nM de dexametasona fueron eficaces para inducir la deposicion de colageno de tipo Il (Figura 21, filas tercera y cuarta).

Estos resultados confirmaron el uso de dexametasona 100 nMy 10 ng/ml de TGF3 como concentraciones eficaces
(Figura 21, tercera fila). Las concentraciones mas altas de dexametasona (1000 nM, es decir, 400 ng/ml) también
demostraron ser eficaces (Figura 21, cuarta fila). Se observé que las concentraciones de dexametasona probadas
en este estudio eran considerablemente inferiores a las concentraciones utilizadas en las gotas oftalmicas
disponibles en el mercado (es decir, 1 mg/ml de dexametasona).

Ejemplo 16: Resumen de observaciones y resultados experimentales

Anteriormente se ha utilizado una combinacién de TGFB1 y dexametasona para inducir a las células progenitoras a
diferenciarse en condrocitos in vitro (Diekman y col. 2009; Johnstone y col. 1998; Kolambkar y col. 2007; Winter y col. 2003).
En otros estudios, se ha demostrado que una poblacién secundaria de células estromales corneales produce una matriz
compuesta por colageno Il especifico del cartilago en condiciones similares de diferenciaciéon condrogénica (Du,
Funderburgh, Mann, SundarRaj y Funderburgh 2005). También se ha informado de que las células esclerdticas tras cuatro
semanas en un medio de diferenciacion condrogénica que contenia TGFB1 y BMP2 expresaban marcadores especificos
del cartilago, incluidos el aggrecan y el colageno de tipo Il. Ademas, se ha demostrado que las células esclerdticas humanas
conservan su potencial condrogénico in vivo tras ser trasplantadas en un defecto de cartilago de rata (Seko y col. 2008). Se
sabe que las células fibroblasticas de la esclerdtica y el estroma corneal comparten un origen embriolégico comun.

Como se muestra en la presente memoria, los queratocitos sembrados en medio de cultivo que contenia TGFR3 y
dexametasona y en ausencia de suero formaron espontaneamente esferoides celulares en 2-3 dias por agregacion celular
y a las tres semanas estas agrupaciones celulares etiquetaron positivamente para el colageno de tipo Il especifico del
cartilago. Inicialmente, tras el tratamiento con TGF33 y dexametasona, la expresion de colageno de tipo | también aumento.
Cuando se cambié el medio a un medio de control que contenia suero fetal de ternero, los grupos celulares se dispersaron
en una monocapa de células. Las células que crecian en la monocapa ya no expresaban colageno de tipo 1. Estos resultados
sugieren que la agregacion celular o el entorno podrian ser importantes en la induccién del colageno de tipo II.

En particular, los queratocitos que primero proliferaron como fibroblastos en un medio que contenia suero no secretaron
colageno de tipo Il cuando el medio se cambié al medio de diferenciacién condrogénica que contenia TGFB3 y
dexametasona. Esto sugiere que, una vez proliferadas como fibroblastos, las células pierden la capacidad de diferenciarse
a lo largo de una via condrogénica. Ademas, los fibroblastos cultivados en cultivo tridimensional en medio de diferenciacion
condrogénica como sedimento tampoco expresaron el colageno de tipo Il especifico del cartilago. Estos resultados sugieren
que el fenotipo quiescente de los queratocitos y la agregacion celular son importantes para la diferenciacion condrogénica.
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En la presente memoria se demuestra que el cultivo ex vivo de cérneas normales y queratocénicas en medios de
diferenciacion condrogénicos reveld la deposicién uniforme de colageno de tipo Il a lo largo de las laminillas
estromales. Todos los queratocitos del estroma corneal estaban asociados al marcaje de colageno de tipo Il, lo que
sugiere una vez mas que la reprogramaciéon hacia un fenotipo condrogénico es estocastica y confirma que los
resultados obtenidos en el cultivo celular in vitro no se debian a la proliferacién de una poblacion secundaria de células
progenitoras. Ademas, el tratamiento in vivo de cérneas en ratas también provocé la deposicién de colageno de tipo
de forma similar a la observada en el cultivo ex vivo. Sin embargo, en la parte anterior de la cérnea, se observé un
inmunomarcaje mas fuerte del colageno de tipo Il cuando se traté in vivo, lo que muy probablemente refleja una difusién
mas facil de los factores de crecimiento en las capas anteriores del estroma desde la superficie ocular.

Los estudios que analizan las diferencias en la densidad de queratocitos en cérneas queratocénicas han informado de
una disminucién general de la densidad celular. Los resultados obtenidos aqui también lo confirman. Sin embargo, a
diferencia de otros estudios que han informado de una marcada disminucion de la densidad celular en la parte anterior
del estroma (Hollingsworth, Efron, y Tullo 2005; Ku y col. 2008; Mencucci y col. 2010; Niederer y col. 2008), los resultados
obtenidos en este ejemplo indican también una marcada disminucién de la densidad de queratocitos en la parte posterior
del estroma de la cornea queratocénica no tratada. En el queratocono se produce un adelgazamiento general de la
cornea. Sin embargo, se desconoce si esto se debe a la apoptosis de los queratocitos y a la consiguiente disminucién de
la produccién de MEC o si la apoptosis de los queratocitos es secundaria al proceso de adelgazamiento corneal.

Como se muestra en la presente memoria, la mitad tratada de la cérnea queratocoénica que se cultivd en el medio
condrogénico que contenia TGFB3 y dexametasona presentaba una mayor densidad de queratocitos en
comparacion con el control. Ademas, la region posterior del estroma parecia estar repoblada por queratocitos. Los
queratocitos de la mitad tratada también parecian mas sanos, con nucleos grandes y prominentes y varios procesos
celulares. Esto indica que el tratamiento con los dos factores posiblemente ha hecho que los queratocitos proliferen
y repueblen el estroma, concretamente, la parte posterior que estaba desprovista de queratocitos.

La reticulacion de colageno, uno de los tratamientos actuales del queratocono, provoca un periodo inicial de apoptosis
de los queratocitos en la parte anterior del estroma. A continuacién, se produce un periodo de repoblacion del estroma
por los queratocitos. La muerte celular de los queratocitos suele producirse en respuesta a una lesion y, en el caso de la
reticulacion, se entiende que es consecuencia del dafio celular inducido por los rayos UVA. Se cree que esta respuesta
apoptotica ha evolucionado para proteger la cérnea frente a una mayor inflamacién (Wilson, Netto y Ambrosio 2003).

Tras el tratamiento de reticulaciéon también se observa una opacidad estromal que puede durar varios meses. Se
ha atribuido al aumento del diametro del coldgeno y del espaciado entre las fibrillas de colageno, lo que da lugar a
la modificacion de la microestructura corneal. La mayoria de los estudios han informado de una disminucién de la
opacidad corneal entre 6—12 meses después del tratamiento (Greenstein, Fry, Bhatt, y Hersh 2010; Mazzotta y col.
2008). Aunque se han realizado varias observaciones clinicas de las cérneas tras el tratamiento de reticulacion,
existe ambigliedad en cuanto a la causa de la opacidad corneal y otros posibles efectos secundarios del tratamiento.
El hecho de que se necesiten varios meses para que las cérneas se repueblen y se vuelvan transparentes sugiere
que la reticulacion podria estar desencadenando una respuesta de cicatrizacidon dentro del estroma.

En este estudio, incluso tras un tratamiento in vitro e in vivo a largo plazo (hasta 8 semanas) no se observaron
indicios de opacidad corneal. Esto se debe probablemente a la deposicién del coldgeno de tipo Il a lo largo de las
laminillas estromales. El depdsito de colageno de tipo Ill (asociado a la fibrosis) y de actina alfa de musculo liso
(durante la formacién de miofibroblastos) provoca opacidad y cicatrizacion. Ambos se observan durante la herida
corneal. Ninguna de estas proteinas se expreso en las corneas tratadas, lo que sugiere que no se desencadenaron
las cascadas de cicatrizacion de heridas que podrian provocar cicatrices.

Como se describe en la presente memoria, la medicion cuantitativa de la expresiéon de ARNm de colageno de tipo
Il mostré que su expresion se redujo significativamente tras la retirada de TGFB3 y dexametasona. Esto sugiere
que la reprogramacion de los queratocitos no es irreversible y que posiblemente puede controlarse la posterior
deposicion de colageno de tipo Il en la MEC. Esto es importante para el desarrollo de métodos terapéuticos, ya que
no seria deseable inducir una deposicion irreprimible de MEC.

La nanoindentacion se ha empleado en la evaluacion de métodos terapéuticos postoperatorios como la reticulacion
para el queratocono (una distrofia corneal) y la ectasia ocular posterior al LASIK. En un estudio realizado en cérneas
de cadaveres humanos se observé que la reticulacion de colageno provocaba un aumento del doble del médulo
elastico en el estroma corneal anterior, mientras que el estroma posterior no se veia afectado por el tratamiento
(Dias, Diakonis, Kankariya, Yoo y Ziebarth 2013). En este estudio se midio la elasticidad de la porcién anterior de
la cornea. Ademas, los resultados de este estudio indican que la densidad de los queratocitos del estroma posterior
estaba alterada en las corneas tratadas con TGF3 y dexametasona.

Aunque la nanoindentacion no mide las propiedades de las fibrillas de colageno individuales, puede medir los cambios en la
propiedad elastica intrinseca de la comea, que se vera alterada al depositarse colageno Il con el consiguiente aumento de
la reticulacion del colageno. Las diferencias estructurales dentro del estroma se reflejan en las correspondientes diferencias
en las propiedades biomecanicas. Los resultados obtenidos aqui muestran que el médulo elastico y la dureza de las corneas
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de rata tratadas con factor de crecimiento casi se triplicaron. Estos resultados indican que el tratamiento da lugar a una
cornea mas rigida y con mayor elasticidad. El médulo elastico es una medida de la resistencia a la deformacion elastica de
una sustancia y, por tanto, un médulo elastico mayor indica que un material es mas dificil de deformar. En este estudio, el
aumento significativo de la dureza y el médulo elastico en cérmneas tratadas durante 3 semanas en comparacioén con cérneas
tratadas durante 1 semana es coherente con los resultados del marcaje inmunohistoquimico que muestran que se requieren
al menos 2—-3 semanas de tratamiento para el establecimiento de capas detectables de colageno de tipo Il.

Los resultados del marcaje inmunohistoquimico, junto con los estudios de expresion génica y las pruebas biomecanicas,
demuestran que los queratocitos de una cérnea intacta son susceptibles a la reprogramacion a lo largo de una via
condrogénica mediante el tratamiento con TGFB3 y dexametasona. La reprogramacion por el tratamiento combinado de
TGFR3 y dexametasona es estocastica y puede controlarse mediante la modulacion del periodo de tratamiento del factor de
crecimiento para dar lugar a cérneas mas rigidas y elasticas. En particular, se requiere la administracion de ambos agentes;
cuando el TGFB3 y la dexametasona se prueban por separado, no se observa producciéon de colageno de tipo Il en los
queratocitos. Por lo tanto, se propone un tratamiento novedoso para el queratocono y otras afecciones oculares utilizando
ingenieria tisular in vivo, mediante la administracién de TGF3 y dexametasona, como se describe en la presente memoria.

Ejemplo 17: Modelo animal de gran tamafio para investigar la remodelacion de la cérnea
Remodelacion de la cérnea mientras se administra el régimen 6ptimo en un modelo ovino

Se llevan a cabo experimentos adicionales para utilizar un modelo animal de gran tamafio para demostrar la remodelacion
de la cornea. Para estos experimentos, se utiliza un modelo animal de gran tamafio que permite la colocacion de lentes
de contacto graduadas. Las ovejas se utilizan como animal modelo, ya que sus ojos son comparables en tamafo y
fisiologia a los de los humanos. Ademas, la Universidad Lincoln de Christchurch dispone de instalaciones de alojamiento.
También hay que sefialar que las ovejas tienen un temperamento ddcil y son faciles de manejar.

Se seda a las ovejas segun el procedimiento operativo estandar en la instalacion de alojamiento. La formulacion
del colirio con las concentraciones 6ptimas de TGFB3 y dexametasona (a escala de volumen) basada en los
estudios de optimizacion de dosis en roedores se instila en el ojo derecho, seguido de la colocaciéon de INTACS®
corneales (o anillos esclerales similares) para mantener la curvatura deseada de la cérnea durante la deposicidn
de colageno (Figura 18). Los colirios se siguen administrando una o dos veces al dia (segun se determine en los
estudios de optimizacién con roedores) durante un periodo de tres semanas. A continuacion, se retiran los INTACS®
y se sigue alojando a los animales durante tres semanas o seis meses mas.

Antes del tratamiento y al final del mismo (cuando se retiran los INTACS®), se toman medidas del grosor y la curvatura
de la cérnea. El paquimetro corneal portatil se utiliza para detectar cambios en el grosor corneal de cérneas tratadas
frente a cérneas contralaterales de control in vivo. Se utiliza una camara Pentacam® portatil para medir la curvatura
corneal, asi como el espesor corneal de los ojos de las ovejas antes y después del tratamiento (Figuras 19(E) y (F)).
Las mediciones corneales se repiten de nuevo a las tres semanas de la retirada de las lentes con las mediciones
Pentacam® finales (las mas precisas). Estas se toman después de sacrificar al animal pero antes de extraerle el ojo
para realizar analisis inmunohistolégicos y biomecanicos, como se ha descrito anteriormente para las cérneas de
roedores. En el caso improbable de que las ovejas no puedan tolerar una lente de contacto dura (signos de infeccién,
inflamacion o irritabilidad), el estudio contintia sin lentes, lo que permite completar parametros clave como la deposicién
y distribucion de colageno de tipo Il y las propiedades biomecanicas.

A la vista de los resultados, se propone utilizar ingenieria tisular in vivo, como se describe en detalle en la presente
memoria, en combinacidon con lentes de contacto OrthoK rigidas permeables al gas (o similares) para remodelar y
estabilizar permanentemente la cérnea, proporcionando tratamiento para defectos corneales comunes, incluida la miopia.
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REIVINDICACIONES

Una composiciéon que comprende un polipéptido de TGFB3 y dexametasona o cualquier, sal, éster o hidruro
de la misma, para su uso en un método para: (i) tratar o prevenir el adelgazamiento o la irregularidad de la
cérnea de un sujeto; o (ii) tratar o prevenir un error refractivo del ojo de un sujeto,

en donde:

el polipéptido de TGFB3 comprende la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.° 1; 0

el polipéptido de TGFB3 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos con Id. de sec. n.° 1, 0

el polipéptido de TGFB3 comprende al menos 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos con
Id. de sec. n.® 1.

La composicion para el uso segun la reivindicacion 1, en donde:

(a)el polipéptido de TGFB3 consiste en la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.®: 1; y/o
(b)la dexametasona es fosfato de dexametasona.

La composicién para el uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde:

(a)la composicion comprende 10 a 100 ng/ml del polipéptido de TGFB3; y/o
(b)la composicién comprende 40 a 4000 ng/ml de dexametasona.

La composicion para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde:

(a)la composicion se formula para su administraciéon una vez al dia o dos veces al dia;

(b)la composicion se formula para su coadministracion con uno o mas agentes adicionales para
el ojo y el uno o mas agentes adicionales para el ojo se seleccionan entre el grupo que consiste
en: agentes anestésicos, agentes antiinflamatorios, agentes antimicrobianos y lubricantes; y/o
(c)la composiciéon se formula para su administracion junto con el uso de una lente de contacto,
inserto corneal, implante corneal o anillo intraestromal, que se adapta para moldear o retener la
forma de la cérnea y/o después del tratamiento con la composiciéon o que se adapta para actuar
como portador de la composicién o como dispositivo de elucién de la composicion.

La composicién para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde:

(a)para (i), la composicién se formula para su administracion antes de y/o después de la
reticulacion del colageno corneal; o

(b)para (i), la composicion se formula para su administracion antes o después de la cirugia
refractiva.

La composicién para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde:

(a)el adelgazamiento o la irregularidad de la cérnea estan asociados al queratocono; o
(b)el error refractivo del ojo esta asociado a uno o mas de: miopia, hipermetropia, astigmatismo y
presbicia.

Un kit que comprende: (i) una composicion que comprende un polipéptido de TGFB3 y dexametasona o
cualquier sal, éster o hidruro de los mismos; y (ii) una lente de contacto, inserto corneal, implante corneal
o anillo intraestromal,

en donde:

el polipéptido de TGFR3 comprende la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.” 1; 0

el polipéptido de TGFB3 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos con Id. de sec. n.° 1, 0

el polipéptido de TGFB3 comprende al menos 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos con
Id. de sec. n.° 1.

El kit de la reivindicacion 7, en donde:

(a)la lente de contacto, el inserto corneal, el implante corneal o el anillo intraestromal se adapta
para moldear o retener la forma de la cérnea durante y/o después del tratamiento con la
composicion; y/o

(b)la lente de contacto, el inserto corneal, el implante corneal o el anillo intraestromal actian como
un portador de la composicion o como un dispositivo de elucion de la composicion.
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El kit de la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8, en donde:

(a)el polipéptido de TGFB3 consiste en la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.°: 1; y/o
(b)la dexametasona es fosfato de dexametasona.

El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde la composicién comprende uno o mas de:

(a)10 a 100 ng/ml del polipéptido de TGF(3;

(b)40 a 4000 ng/ml de dexametasona;

(c)una formulacién para su administracion una vez al dia o dos veces al dia; o
(d)una coformulacion con uno o mas agentes adicionales para el ojo.

El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde:

(a)el kit incluye uno o mas agentes adicionales para el ojo y en donde los uno 0 mas agentes
adicionales para el ojo se seleccionan entre el grupo que consiste en: agentes anestésicos,
agentes antiinflamatorios, agentes antimicrobianos y lubricantes;

(b)el kit incluye una solucién para lentes de contacto; y/o

(c)el kit incluye instrucciones de uso.

Una combinacion de:

una composiciéon que comprende un polipéptido de TGF(3, y

una composiciéon que comprende dexametasona o cualquier sal, éster o hidruro de la misma,

para su uso en un método para: (i) tratar o prevenir el adelgazamiento o la irregularidad de la cérnea;
o (ii) tratar o prevenir un error refractivo del ojo,

en donde:

el polipéptido de TGFR3 comprende la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.” 1; 0
el polipéptido de TGFB3 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.° 1, 0

el polipéptido de TGFB3 comprende al menos 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos con Id. de sec. n.° 1.

La combinacion para el uso segun la reivindicacion 12, en donde:

(a)el polipéptido de TGFB3 consiste en la secuencia de aminoacidos con Id. de sec. n.°: 1; y/o
(b)la dexametasona es fosfato de dexametasona, y/o

el adelgazamiento o la irregularidad de la cérnea esta asociado al queratocono; o
el error refractivo del ojo estd asociado a uno o mas de: miopia, hipermetropia,
astigmatismo y presbicia.

La combinacion para el uso segun la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en donde:

(a)la composicion comprende 10 a 100 ng/ml del polipéptido de TGF33;

(b)la composicion comprende 40 a 4000 ng/ml de dexametasona;

(c)la composicion comprende una formulaciéon para su administracion mediante una lente de
contacto, un inserto corneal, un implante corneal o un anillo intraestromal;

(d)la composicion comprende una formulacién para su administracién en forma de solucién, gel,
crema o emulsion; y/o

(e)la composicion comprende una formulacién para su administracion in vivo o ex vivo.
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Figura 1A

Figura 1B
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Figura 5A
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 20
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Figura 21
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