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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedades oculares con fructosil-aminoacido oxidasa

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a la aplicacion de la enzima fructosil-aminoacido oxidasa (FAOD) — sin la adicién
de proteasas — en afecciones médicas que se caracterizan por la presencia de productos finales de glucacién
avanzada (AGE).

Mas especificamente, la presente divulgacion se refiere al tratamiento de enfermedades oculares en seres humanos
o animales. Los AGE se acumulan en el ojo envejecido provocante presbicia, cataratas, ojo seco, degeneracién
macular asociada a la edad, glaucoma y retinopatia diabética.

De ahi que la divulgacién se refiera a la aplicacién in vivo de FAOD a fin de desglucar e inactivar dichos AGE. La
invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Antecedentes de la invencién

La glucacion de proteinas es un proceso de envejecimiento, donde azlcares metabdlicamente importantes reaccionan
con grupos amina primaria, formando aductos que pueden reordenarse y reaccionar adicionalmente, conduciendo
finalmente a reticulaciones entre proteinas (reaccién de Maillard) (1). Este proceso de envejecimiento de glucacién de
proteinas se produce especificamente en 6rganos con proteinas de vida prolongada tales como el ojo y la piel.

Las cristalinas del cristalino, las células retinianas, las células corneales, la malla trabecular y el nervio éptico del ojo
no se renuevan durante la vida y son propensos a la glucacién. Como resultado, el cristalino envejecido se vuelve
rigido, haciendo que las personas mayores usen gafas de lectura (presbicia). Ademas, el cristalino se vuelve turbio, y
se produce ceguera debida a cataratas para la que no hay disponible mas tratamiento que la cirugia (2). Una cantidad
creciente de AGE en la pelicula lagrimal altera la biomecanica corneal y puede inducir el sindrome del ojo seco (3).
Con la edad, los AGE también se acumulan en y bajo la retina, provocando degeneracién macular asociada a la edad
(AMD) y ceguera en el 25% de las personas de mas de 75 afios (2). Ademas, la matriz colagenosa envejecida de la
malla trabecular y la lamina cribrosa del nervio éptico provoca ceguera debida a glaucoma, una enfermedad
caracterizada por una alta presién intraocular (4, 5). En pacientes diabéticos, la edad y la hiperglucemia son los
factores de riesgo mas importantes para desarrollar ceguera debida a retinopatia diabética (5, 6).

Se ha descrito el tratamiento no quirdrgico de enfermedades oculares dependientes de AGE mediante la enzima
fructosamina-3-cinasa (F3K o FN3K): el documento W02019149648 divulga un método para tratar las cataratas al
administrar al ojo F3K recombinante y su cofactor o cofactores para desglucar las cristalinas del cristalino, y el
documento W02020053188 divulga un método para tratar enfermedades oculares dependientes de productos finales
de glucacion avanzada al administrar al ojo F3K recombinante y su cofactor o cofactores.

La fructosil-aminoacido oxidasa (FAOD; fructosil-a-L-aminoacido: oxigeno oxidorreductasa (desfructosilante), es una
enzima encontrada en muchas bacterias y levaduras (7,8). La FAOD cataliza la oxidacién del enlace C-N que conecta
el C1 del resto fructosilo y el nitrégeno del grupo amino de los fructosil-aminoacidos. El dinucleétido de flavina y
adenina (FAD) actia como su cofactor. Es activo tanto sobre fructosil-lisina como sobre fructosil-valina. Métodos de
deteccién basados en FAOD para proteinas glucadas — como por ejemplo los descritos por Shen y cols. (Compendio
B44 del Congreso Anual de 2013 de la AACC) (9) y en el documento US2005/0014935 han estado disponibles
comercialmente desde 1999. Sin embargo, la FAOD es incapaz de reaccionar con la mayoria de las proteinas glucadas
intactas, y las muestras requieren asi una etapa de digestion proteolitica inicial para liberar aminoacidos glucados o
dipéptidos glucados. Capuano y cols. (J. Agric. Food Chem 2007:4189) muestran unos efectos de desglucacion de
FAQD sobre algunas proteinas de bajo peso molecular tales como insulina y concluyen que la FAOD podria usarse
como una herramienta para inhibir la glucacién de proteinas en sistemas alimentarios (10). Sin embargo, nunca se ha
considerado un uso terapéutico in vivo de FAOD en afecciones inducidas por AGE en un ser humano o un animal.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de retina porcina tratada con FAOD sola o en
combinacion con FN3K.

Valores medios de autofluorescencia y desviacion estandar de 3 mediciones de espectros de emisién (400 - 600 nm)
de retinas porcinas (n=40) glucadas con glucolaldehido (GA) y a continuacion tratadas con FN3K + ATP + MgClz (fig
1A), FAOD (Fig 1B), una combinacién de FN3K + ATP + MgClz y FAOD (fig 1C). Para el control negativo, se usé PBS
+ATP + MgCl2 (fig 1D). Se realizaron mediciones espectroscépicas de autofluorescencia basales para todas las retinas
antes de la glucacion (base, primera barra negra), después de 3 h de glucacion con 25 mmol/l de glucolaldehido (GA,
segunda barra gris claro) y después de 3 h del tratamiento (tratamiento, tercera barra gris oscuro).

Figura 2. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de fragmentos de cristalino humano con FAOD sola
0 en combinaciéon con FN3K.
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Valores medios de autofluorescencia y desviacion estandar de 3 mediciones de espectros de emision (400 - 600 nm)
de tres mezclas similares de fragmentos de cristalino con cataratas (n=30) antes del tratamiento (lineas negras) y
después del tratamiento (lineas grises). Las mezclas se trataron bien con FAOD (linea de puntos gris), bien con FN3K
+ ATP + MgCl2 (linea continua gris) o bien con la combinacién tanto de FAOD como de FN3K + ATP + MgClz (linea
discontinua gris).

Figura 3. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de cornea humana tratada con FAOD sola o en
combinacion con FN3K.

Valores medios de autofluorescencia y desviacion estandar de 3 mediciones de espectros de emision (400 - 600 nm)
de fragmentos de cérnea humana glucados con glucolaldehido (GA) y a continuacién tratados con FN3K + ATP +
MgCl2 (fig 3A), FAQD (Fig 3B), o una combinacién de FN3K + ATP + MgClz y FAOD (fig 3C). Para el control negativo,
se us6 PBS + ATP + MgClz (fig 3D). Se realizaron mediciones espectroscopicas de autofluorescencia de referencia
para todos los fragmentos de cérnea antes de la glucacion (curva negra), después de 3 h de glucacién con 25 mmol/l
de GA (curva discontinua) y después de 3 h de tratamiento (curva de puntos).

Figura 4. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de retina porcina tratada con FAOD y peroxidasa.
Valores medios de autofluorescencia y desviacion estandar de 3 mediciones de espectros de emision (400 - 600 nm)
de retinas porcinas (n=40) antes de la glucacién (barras negras pequefias) y después de 3 h de glucacién con 25
mmol/l de glucoaldehido (barras grandes gris oscuro). A continuacion, las retinas porcinas se trataron con FAOD bien
sola o bien en combinacién con 473 U/ml de peroxidasa durante 1 h (barras grises claro), 2 h (barras blancas) o
durante 3 h (barras grises).

Figura 5. Cambio de fluorometria de fragmentos de cristalino con cataratas tratados con FAOD o con FN3K.
Fragmentos de cristalino humano derivados de una mezcla de pacientes seniles y diabéticos se trataron durante 3
horas con diferentes enzimas desglucantes. Valores medios de autofluorescencia de 3 experimentos de espectros de
emisioén (400 - 600 nm) de tres mezclas similares de fragmentos de cristalino humano con cataratas (n=30) antes del
tratamiento (lineas discontinuas) y después del tratamiento (lineas enteras). Las mezclas se trataron bien con FN3K
+ ATP + MgClz (fig 5A) o bien con FAOD + FAD (fig 5B).

Figura 6. Patrones de filtracion en gel (resina Sephadex® G-25 Fine) de fracciones de cristalino solubles en
urea antes y después del tratamiento con FAOD. Se presenta la absorbancia a 488 nm (reaccion de Seliwanoff) de
compuestos que contenian fructosa de alta masa molecular (AGE) en funcién del tiempo de elucién. VO (>5 kDa) indica
el volumen de huecos, Vi (<500 Da) el volumen terminal. Un pico agudo después de 165 min y un pico menor después
de 235 min de elucién representan la presencia de AGE que contienen fructosa en el cristalino antes del tratamiento
con FAOD. Los puntos en las abscisas muestran la pérdida total de AGE que contienen fructosa en cada punto
temporal de elucién.

Figura 7. Aumento de potencia del cristalino humano después del tratamiento con FAOD.

Potencia de la lente de cristalinos humanos en (D, agua) en funcién del tiempo de tratamiento presentado (horas) con
solucion salina (Fig 7A). Aumento de potencia del cristalino (D, agua) en funcion del tiempo de tratamiento con FAOD
(Fig 7B)

Figura 8. La microespectroscopia de infrarrojo cercano sobre secciones tisulares tefiidas de retina humana
con AGE descifra diferentes cambios bioquimicos después del tratamiento con FN3K en comparacion con el
tratamiento con FAOD. Grafico de Hotelling de datos espectrales, analizados mediante analisis de los componentes
principales y analisis discriminatorio de minimos cuadrados parciales, que muestra una clara distincién entre drusas
tratadas con FN3K (cuadrados) y drusas tratadas con FAOD (puntos).

Figura 9. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 133,09695 a RT 0,82 (Compuesto n® A1), detectado en
muestras que contienen arginina.

Figura 10. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 337,17098 a RT 0,88 (Compuesto n® A3), detectado en
muestras que contienen arginina.

Figura 11. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 319,16064 a RT 0,88 (Compuesto n° A4), detectado en
muestras que contienen arginina

Figura 12. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 309,16554 a RT 0,85 (Compuesto n® L1}, detectado en
muestras que contienen lisina.

Figura 13 Estructura propuesta para el compuesto con m/z 219,13387 a RT 0,89 (Compuesto n° L2), detectado en
muestras que contienen lisina.

Figura 14. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 205,11825 a RT 0,91 (Compuesto n® L3}, detectado en
muestras que contienen lisina.

Figure 15. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 351,15047 a RT 0,95 (Compuesto n® A9), detectado en

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2994 793 T3

muestras que contienen arginina.

Figure 16. Estructura propuesta para el compuesto con m/z 131,12904 a RT 0,83 (Compuesto n® A2), detectado en
muestras que contienen arginina.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere en primer lugar a una composicién que comprende una fructosil-aminooxidasa para
el uso para tratar presbicia, cataratas, sindrome del ojo seco, degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia
diabética y/o glaucoma

La presente invencion se refiere ademas a una composicién para el uso que se describe anteriormente que comprende
ademas dinuclettido de flavina y adenina (FAD).

La presente invencién también se refiere a una composicion para el uso que se describe anteriormente que comprende
ademas una fructosamina-3-cinasa y trifosfato de adenosina (ATP).

La presente invencién también se refiere a una composicion para el uso que se describe anteriormente que comprende
ademas iones magnesio.

La presente invencién se refiere ademas a una composicion para el uso que se describe anteriormente que comprende
ademas una peroxidasa.

La presente invencion se refiere ademas a una composicién como la descrita anteriormente, donde dicha composicion
se administra como gotas 0 como cualquier otra aplicacion externa o aplicacion interna.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere al hallazgo sorprendente de que la FAOD — que se muestra que no es capaz de
revertir la glucacién de proteinas sin el uso precedente de proteinasas — es capaz de desglucar proteinas dentro de
los tejidos oculares in vivo y tiene — como tal — un efecto terapéutico. Por otra parte, la presente invencion divulga
ademas que la FAOD desgluca proteinas diferentes que F3K, de modo que usar ambas enzimas simultaneamente
sobre los mismos tejidos tiene un efecto terapéutico mejorado (aditivo).

La presente invencion se refiere en primer lugar a una composicién que comprende una fructosil-aminooxidasa para
el uso para tratar enfermedades especificas del ojo tales como glaucoma, degeneracién macular del ojo asociada a la
edad, retinopatia diabética, sindrome del ojo seco, presbicia y cataratas, y aspectos de la piel relacionados con AGE.

En una realizacion, la presente invencién se refiere a los hallazgos sorprendentes de que la aplicacion de fructosil-
aminoacido oxidasa sola o en combinacién con fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores da como resultado
menos fluorescencia y una presion intraocular baja en tejidos oculares. En otras palabras, los ultimos tratamientos
reducen la presién intraocular y mejoran la visién en pacientes con enfermedades inducidas por AGE tales como el
glaucoma.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere al hecho sorprendente de que la administracion de fructosil-
aminoacido oxidasa sola o en combinacién con fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores da como resultado
menos fluorescencia inducida por AGE en la retina. En otras palabras, la Gltima administracion restaura la transmision
de luz y asi la visiébn en pacientes con retinopatia ocular inducida por AGE, tal como degeneraciéon macular asociada
a la edad y retinopatia diabética.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere al hecho sorprendente de que la administracion de fructosil-
aminoacido oxidasa sola o en combinacién con fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores da como resultado
menos fluorescencia inducida por AGE en la cérnea. En otras palabras, la Gltima administracién restaura la transmision
de luz y asi la vision en pacientes con queratopatia ocular inducida por AGE tal como el sindrome del ojo seco.

En otra realizacién mas, la presente invencion se refiere al hecho sorprendente de que el tratamiento con fructosil-
aminoacido oxidasa sola o en combinacién con fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores reduce la
fluorescencia inducida por AGE en el cristalino y asi restaura la transmision de luz y la visién en pacientes con
enfermedades oculares del cristalino inducidas por AGE tales como presbicia y cataratas.

Varias realizaciones de la presente invencién se refieren asi a una composicion que comprende una fructosil-
aminoacido oxidasa sola 0 en combinacién con una fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores, para el uso para
el tratamiento de enfermedades oculares inducidas por AGE tales como degeneracién macular asociada a la edad,
retinopatia diabética, presbicia, cataratas, sindrome del 0jo seco, glaucoma en un ser humano o un animal.

Por de término “fluorescencia en tejidos oculares' se entiende la sefial de fluorescencia UV observada después de
iluminar el tejido ocular con luz UV. Los AGE se cuantifican basandose en mediciones de autofluorescencia de tipo
Maillard (longitud de onda de excitacién de luz UV 365 nm, longitud de onda de emision 390-700 nm).
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Por el término 'presién intraocular baja’ se entiende la presién en el ojo medida por cualquier medio de
oftalmotonémetro (oftalmotonémetro de contacto u oftalmotonémetro sin contacto).

Por el término “tejidos oculares' se entiende todos los tejidos oculares en los que se acumulen AGE, tales como el
cristalino, la retina, la cornea, la malla trabecular, el humor vitreo, el nervio éptico.

Por el término 'mejora de la visién' se entiende que la vision es mejor en pruebas clinicas después de |a aplicacion al
ojo de fructosil-aminoacido oxidasa sola o en combinacién con fructosamina-3-cinasa y su cofactor o cofactores, o en
combinacion con peroxidasa.

Por el término “enfermedades inducidas por AGE' se entiende — con respecto a las realizaciones de la presente
invencién relacionadas con la visidn — todas las enfermedades que amenacen la visién en las que estén implicados
AGE, tales como presbicia, cataratas, sindrome del ojo seco, degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia
diabética o glaucoma.

La presente invencion se refiere asi a una composicién que comprende una fructosil-aminoacido oxidasa. El término
'una fructosil-aminoacido oxidasa (FAOD; fructosil-a-L-aminoacido: oxigeno oxidorreductasa (desfructosilante)' se
refiere a cualquier enzima clasificada como catalizador de la oxidacién del enlace C-N que conecta el C1 del resto
fructosilo y el nitrégeno del grupo amino de fructosil-aminoacidos. La reaccién avanza hasta un producto intermedio
inestable de base de Schiff, que se hidroliza para producir glucosona y un aminoacido. El cofactor de dinucleétido de
flavina y adenina (FAD) reducido de la enzima se reoxida a continuacién mediante oxigeno molecular con la liberacién
de peréxido de hidrégeno.

Mas especificamente, el término 'una fructosil-aminoacido oxidasa (FAOD; fructosil-a-L-aminoacido: oxigeno
oxidorreductasa (desfructosilante)' se refiere a la enzima codificada por el gen que codifica la fructosil-aminoacido
oxidasa (fructosil-a-L-aminoacido: oxigeno oxidorreductasa (desfructosilante}; EC 1.5.3) de Corynebacterium sp. 2-4-
1 que se clonaba y expresaba en Escherichia coli segun se describe por Sakaue y cols. (11). La dltima enzima —como
un ejemplo no limitativo de una enzima que puede usarse en la presente invenciéon — se puede adquirir - por ejemplo
— de Creative Enzymes, Shirley, NY, o se puede elaborar usando métodos recombinantes bien conocidos segun se
describe, por ejemplo, por Sakaue y cols. (11)

El término 'una fructosamina-3-cinasa’ se refiere a enzimas clasificadas como enzimas 2.7.1.171 en - por ejemplo - la
base de datos de enzimas de Brenda (www.brenda-enzvmes.org). Las Ultimas enzimas son parte de un sistema
dependiente de ATP para retirar carbohidratos de proteinas glucadas no enzimaticamente y catalizar la siguiente
reaccién: ATP + [proteinal-N6-D-fructosil-L-lisihna = ADP + [proteina]-N6-(3-0-fosfo-D-fructosil)-L-lisina. Mas
especificamente, el término 'una fructosamina-3-cinasa’' se refiere a — como un ejemplo no limitativo — la fructosamina-
3-cinasa humana que tiene el nimero de registro 0 el nimero de secuencia de referencia del National Center for
Biotechnology Information (NCBI): NP_071441.1 (véase https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_071441). Tanto
W02019149648 como W02020053188 describen - por ejemplo — la produccion recombinante de F3K en Pichia
pastoris.

Se debe aclarar ademas que el término 'una fructosamina-3-cinasa' y 'una fructosil-aminoacido oxidasa' se refiere a
las enzimas que se describen anteriormente, pero también a fragmentos y variantes funcionales de las mismas. El
término "fragmentos y variantes funcionales" se refiere a fragmentos y variantes de las enzimas presentes en la
naturaleza. En efecto, para muchas aplicaciones de enzimas, parte de la proteina puede ser suficiente para conseguir
un efecto enzimatico. Lo mismo se aplica a las variantes (es decir proteinas en las que uno o mas aminoacidos se han
sustituido por otros aminoacidos, pero que retienen la funcionalidad o incluso muestran una funcionalidad mejorada),
en particular para variantes de las enzimas optimizadas con respecto a la actividad enzimatica (como también se
describe adicionalmente con respecto a las enzimas recombinantes). El término 'fragmento’ se refiere asi a una enzima
que contiene menos aminoacidos que la secuencia de 309 aminoacidos de la fructosamina-3-cinasa humana que tiene
el nimero de secuencia de referencia del NCBI: NP_071441.1 o la secuencia de 372 aminoécidos de la fructosil-
aminoacido oxidasa divulgada por Sakaue y cols. (11) y que retiene dicha actividad enzimatica. Este fragmento puede
ser - por ejemplo — una proteina con una eliminacién de 10% o menos del nimero total de aminoacidos en el extremo
C y/o N. El término "variante" se refiere asi a una proteina que tiene al menos 50% de identidad de secuencia,
preferiblemente que tiene al menos 51-70% de identidad de secuencia, mas preferiblemente que tiene al menos 71-
90% de identidad de secuencia o lo mas preferiblemente que tiene al menos 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de 309 aminoacidos de la fructosamina-3-cinasa humana que tiene el nimero
de secuencia de referencia del NCBI: NP_071441.1 o0 con o la secuencia de 372 aminoéacidos de la fructosil-
aminoacido oxidasa divulgada por Sakaue y cols. (11) y que retiene dicha actividad enzimatica.

De ahi que los ortélogos, 0 genes de otros géneros y especies (distintos de la fructosamina-3-cinasa humana que
tiene el nimero de secuencia de referencia del NCBI: NP_071441.1 o de la fructosil-aminoacido oxidasa divulgada
por Sakaue y cols. (11) con al menos 50% de identidad a nivel de aminoacidos, y que tienen dicha actividad enzimatica
sean parte de la presente divulgacién. El porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se determina mediante
el alineamiento de las dos secuencias y la identificacion del nimero de posiciones con aminoacidos idénticos dividido
por el numero de amino&cidos en la mas corta de las secuencias x 100. La dltima 'variante' también puede diferir de
la proteina que tiene el nimero de secuencia de referencia del NCBI: NP_071441.1 o la proteina divulgada por Sakaue
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y cols. (11) solo en sustituciones y/o modificaciones conservativas, de modo que se retenga la capacidad de la proteina
para tener actividad enzimatica. Una "sustitucion conservativa" es una en la que un aminoacido se sustituye por otro
aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la técnica espere que la naturaleza de la
proteina esté sustancialmente inalterada. En general, los siguientes grupos de aminoacidos representan cambios
conservativos: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys,
arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Las variantes también (o alternativamente) pueden ser proteinas como las descritas en el presente documento
modificadas, por ejemplo, mediante la eliminacién o adicién de aminoacidos que tengan una influencia minima sobre
la actividad de las enzimas segun se define anteriormente, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica de la
enzima.

Los términos trifosfato de adenosina' (ATP), dinucleotido de flavina y adenina (FAD) e 'iones magnesio' se refieren a
cofactores bien conocidos de las Ultimas enzimas.

La presente invencién se refiere ademas a una composicion para el uso que se describe anteriormente que comprende
ademas una peroxidasa. El término 'peroxidasa’ se refiere a cualquier enzima bien conocida que tenga un nimero EC
1.11.1.x y sea capaz de descomponer perdxidos, mas especificamente que sea capaz de descomponer peréxidos de
hidrogeno que se liberan durante la oxidacién del FAD reducido que es el cofactor de FAOD.

El término 'animal' se puede referir a cualquier animal tal como mamiferos (perros, gatos, caballos,...), aves y reptiles.

La presente divulgacion se refiere asi — en otras palabras — a un método para tratar (o prevenir) presbicia asociada a
la edad, cataratas, sindrome del ojo seco, degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia diabética, glaucoma
en un sujeto que lo necesite, donde dicho método comprende administrar al ojo de dicho sujeto gotas de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende una fructosil-aminoacido oxidasa sola o en combinacién
con una fructosamina-3-cinasa y trifosfato de adenosina, y — en ciertas realizaciones de la presente invencion — iones
magnesio y/o peroxidasa. Los métodos de tratamiento no estan cubiertos por la invencién reivindicada.

El término 'una cantidad terapéuticamente eficaz' se refiere a una cantidad tomada de una dosis terapéutica que varia
entre 1 U/mly 100 U/ml de fructosil-aminoacido oxidasa sola, o en combinacién con peroxidasa entre 10 y 946 U/ml,
0 en combinacién con fructosamina-3-cinasa entre 4,17 y 12,5 mg/ml, ATP entre 2,50 y 4,17 mMy MgClz entre 1,00 y
1,67 mM . Las Ultimas dosis terapéuticas se pueden obtener mezclando 1:1, 1:2, 1:3 o 1:5 una solucién de 25 mg/ml
de fructosamina-3-cinasa con una solucién reciente de ATP 5 mM/MgClz 2 mM.

Se debe aclarar que ademas de 'administrar gotas' de dichas cantidades terapéuticamente eficaces — que es un modo
de administracién — también se prevén otros medios de administracién tales como — entre otros — aplicacion externa
tal como a través de geles, y otras aplicaciones internas tales como inyecciones supracoroideas o inyecciones
intravitreas o inyecciones subretinianas o implantes en cualquier otro lugar dentro o alrededor del ojo. De ahi que, y
por ejemplo, la presente invencion se refiera por lo tanto a una composicion que comprende una fructosil-aminooxidasa
sola o0 en combinacién con una fructosamina-3-cinasa y ATP (y que podria comprender ademas iones magnesio) para
el uso para el tratamiento de enfermedades oculares inducidas por AGE como degeneracién macular asociada a la
edad, retinopatia diabética, presbicia, cataratas, ojo seco, glaucoma, donde dicha composicion se administra mediante
gotas o como cualquier otra aplicacién externa o aplicacion interna (tal como inyecciones o implantes) o cualquier otro
modo de aporte ocular de farmacos (12).

El término 'una cantidad terapéuticamente eficaz' — con respecto a F3K - se refiere a una cantidad que varia de 10 pl
a 100 pl tomada de una dosis terapéutica que varia entre aproximadamente 4,17 y 12,5 ug/ml de fructosamina-3-
cinasa, 2,50 y 4,17 mM de ATP y 1,00 y 1,67 mM de MgCl.. Las Gltimas dosis terapéuticas se pueden obtener
mezclando 1:1, 1:2, 1:3 o 1:5 una solucién de 25 pg/ml de fructosamina-3-cinasa con una solucién reciente de ATP 5
mM/MgClz 2 mM.

El término 'una cantidad terapéuticamente eficaz' — con respecto a la FAOD - se refiere a una cantidad que varia de
10 pl a 100 pl tomada de una dosis terapéutica que varia entre 1 U/mly 100 U/ml de fructosil-aminoacido oxidasa. Se
pueden usar concentraciones de FAD de 2 mmol de FAD/mol de FAOD para el funcionamiento 6ptimo de la enzima.
El tampén de la solucion debe tener valores de pH entre 6,8 y 7,7.

La presente invencién se refiere ademas a una composicién como la indicada anteriormente en la que dicha
fructosamina-3-cinasa y dicha fructosil-amino&cido oxidasa es una enzima recombinante. El término 'recombinante’ se
refiere a fructosamina-3-cinasa o fructosil-aminoacido oxidasa obtenida como resultado de la expresion del ADN
recombinante que codifica una fructosamina-3-cinasa o fructosil-aminoacido oxidasa dentro de células vivas tales
como células de bacteria o levadura. Los profesionales sanitarios son dirigidos ademas a Sambrook y cols. Molecular
Cloning: A laboratory Manual, 42 ed., Cold Spring Harbor press, Plainsview, Nueva York (2012) y Ausubel y cols.
Current Protocols in Molecular Biology (suplemento 114), John Wiley & Sons, Nueva York (2016).

Més especificamente, la presente invencion se refiere a una fructosamina-3-cinasa recombinante que puede obtenerse
mediante produccién recombinante en Pichia pastoris y, ain mas especificamente, donde dicha fructosamina-3-cinasa
recombinante obtenible mediante produccion recombinante en Pichia pastoris tiene la secuencia de aminoacidos dada
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por SEQ ID N°1 o SEQ ID N°2. SEQ ID N°1 es una construccién con una cola de HIS escindible N-terminal y un
conector de Asp-Glu-Val-Asp (DEVD) escindible en 3 por caspasa entre la cola de His6 y la secuencia codificante de
proteina que permite la retirada limpia de la cola. SEQ ID N° 2 es la version escindida de SEQ ID N° 1.

Las secuencias de aminoacidos de SEQ ID N°1 y SEQ ID N°2 (y sus secuencias de acido nucleico codificantes SEQ
ID N3 y SEQ ID N° 4, respectivas) se muestran como sigue:

SEQID N° 1:

Tipo: aminoacido 1 letra (subrayado: cola de His6. cursiva: conector, negrita subrayada: sitio de escisién con

caspasa)
MHHHHHHVNGPGSDEVDEQLLRAELRTATLRAFGGPGAGCISEGRAYDTDAGPVFVKVNRRT

QARQMFEGEVASLEALRSTGLVRVPRPMKVIDLPGGGAAFVMEHLKMKSLS SQASKLGEQMA
DLHLYNQKLREKLKEEENTVGRRGEGAEPQYVDKEFGFHTVTCCGFIPQVNEWQDDWP TFFAR
HRLQAQILDLIEKDYADREARELWSRLOVKIPDLFCGLEIVPALLHGDLWSGNVAEDDVGPII
YDPASFYGHSEFELAIALMFGGFPRSFFTAYHRKIPKAPGFDORLLLYQLEFNYLNHWNHEFGR
EYRSPSLGTMRRLLK*

SEQ ID N°3:

Tipo: ADN (subrayado: cola de His6, cursiva: conector, negrita subrayada: sitio de escision con caspasa)

ATGCATCATCATCATCATCATGITAACGGICCAGGTTCTGATGAAGTTGATCAACAGTTGTT

GAGAGCTGAGTTGAGAACTGCTACTTTGAGAGCTTTTGGTGGTCCAGGTGCTGGTTGTATTT
CTGAGGGTAGAGCTTACGATACTGACGCTGGTCCAGTITTTCGTTAAGGTTAACAGAAGAACT
CAGGCTAGACAGATGTTCCGAGGGTGAAGTTGCTTCTTTGGAGGCTTTGAGATCCACTGGTTT
GGTTAGAGTTCCAAGACCAATGAAGGTTATCGACTTGCCAGGTGGTGGTGCTGCTTTTGTTA
TGGAACACTTGAAGATGAAGTCCTTIGTCCTCCCAGGCTTCTAAGTTGGGTGAACAAATGGCT
GACTTGCACTTGTACAACCAGAAGTTGAGAGAAAAGTTGAAAGAGGAAGAGAACACTGTTGG
TAGAAGAGGTGAAGGTGCTGAGCCACAATACGTTGACAAGTTCGGTTTCCACACTGTTACTT
GTTGTGGTTTCATCCCACAGGTTAACGAGTGGCAAGATGACTGGCCAACTTTCTTCGCTAGA
CACAGATTGCAAGCTCAGTTGGACTTGATCGAGAAGGACTACGCTGACAGAGAAGCTAGAGA
ATTGTGGTCCAGATTGCAGGTTAAGATCCCAGACTTGTTCTGTGGTTIGGAGATCGTTCCAG
CTTTIGTTGCACGGTGATTTGTGGTCTGGTAACGTTGCTGAAGATGACGTTGGTCCAARTTATC
TACGACCCAGCTTCTTTCTACGGTCACTCTGAATTCGAGTTGGCTATCGCTTTGATGTTCGE
TGGTTTCCCAAGATCCTTCTTCACTGCTTACCACAGAAAGATCCCAAAGGCTCCAGGTTTCG
ACCAGAGATTGTTGTTGTACCAGTTGTTCAACTACTTGAACCATTGGAACCACTTCGGTAGA
GAGTACAGATCTCCATCCTTGGGTACTATGAGAAGATTGTTGAAGTAA

SEQ ID N° 2 (= FN3K después de la retirada de la cola de HIS N-terminal):

Tipo: aminoacido 1 letra
EQLLRAELRTATLRAFGGPGAGCISEGRAYDTDAGPVFVKVNRRTQARQMFEGEVASLEALR
STGLVRVPRPMKVIDLPGGGAAFVMEHLKMKSLSSQASKLGEQMADLHLYNQKLREKLKEEE
NTIVGRRGEGAEPQYVDKFGFHTVICCGFIPQVNEWQDDWP TFFARHRLOAQLDLIEKDYADR
EARELWSRLQVKIPDLFCGLEIVPALLHGDLWSGNVAEDDVGPIIYDPASFYGHSEFELATIA
LMFGGFPRSFFTAYHRKIPKAPGFDQRLLLYQLFNYLNHWNHF GREYRSPSLGTMRRLLK*
SEQ ID N° 4:
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Tipo: ADN
GAACAGTTGTTGAGAGCTGAGTTGAGAACTGCTACTTTGAGAGCTTTTGGTGGTCCAGGTGC

TGGTTGTATTTCTGAGGGTAGAGCTTACGATACTGACGCTGGTCCAGTTTTCGTTAAGGTTA

ACAGAAGAACTCAGGCTAGACAGATGTTICGAGGGTGAAGTTGCTTICTTTGGAGGCTTTGAGA
TCCACTGGTITGGTTAGAGTTCCAAGACCAATGCAAGGTTATCCACTTIGCCAGGTGGTGGTGC
TGCTTTITGTTATGGAACACTTGAAGATGAAGTCCTTIGTCCTCCCAGGCTTCTAAGTTIGGGTG
AACAAATGGCTGACTTGCACTTIGTACAACCAGAAGTTGAGAGAAAAGTTGAAAGAGGAAGAG
AACACTGTTGGTAGAAGAGGTGAAGGTGCTGAGCCACAATACGTTGACAAGTTICGGTTTCCA
CACTGTTACTTGTTGTIGGTTTCATCCCACAGGTTAACGAGTGGCAAGATGACTGGCCAACTT
TCTITCGCTAGACACAGATTGCAAGCTCAGTTGGCACTTCGATCGAGAAGGACTACGCTGACAGA
GAAGCTAGAGAATTGTGGTCCAGATTGCAGGTTAAGATCCCAGACTTGTTCTIGTGGTTITGGA
GATCGTTCCAGCTTITGTITGCACGGTGATTITGTGGTCTGGTAACGTTGCTGAAGATGACGTIG
CTCCAATTATCTACGACCCAGCTTCTTTICTACGGTCACTCTGAATTCGAGTTIGGCTATCGCT
TTGATGTTCGGTGGTTTCCCAAGATCCTTCTTCACTGCTTACCACAGAAAGATCCCAAAGGC
TCCAGGTTTCGACCAGAGATTGTTIGTTGTACCAGTTIGTITCAACTACTTGAACCATTGGAACC
ACTTCGGTAGAGAGTACAGATCTCCATCCTTGGCGTACTATGAGAAGATTGTTGAAGTAA

La presente invencion se refiere en efecto — ademas — al hallazgo de que la fructosamina-3-cinasa recombinante
obtenible mediante produccién recombinante en Pichia pastoris y que tiene la secuencia de aminoacidos dada por
SEQ ID N° 1 y 2 son enzimas preferidas para tratar dichas afecciones relacionadas con AGE. En efecto, las Gltimas
enzimas se prefieren ya que 1) su produccién en Pichia daba como resultado rendimientos superiores de la enzima
en comparacién con la produccién en - por ejemplo - E. coli, 2) las enzimas tenian una pureza superior cuando se
analizaban en SDS page, y 3) se puede evitar la presencia de endotoxina, que se sabe que provoca inflamacion
después de la administracion.

Ejemplos

Ejemplo 1. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de retina porcina tratada con FAOD sola o en
combinacion con FN3K. Se obtuvieron retinas porcinas (n=40) de un matadero local y se almacenaron a 4°C hasta
el procesamiento. Un oftalmélogo capacitado aislé retinas neurales a través de diseccién en un plazo de 12 h después
de la muerte, se transfirieron a una placa de 6 pocillos estéril (Thermo scientific, Roskilde, Dinamarca) y se congelaron
a -20°C. Se corté un fragmento retiniano de cada retina congelada y se afiadié a una placa de 96 pocillos para
mediciones de la fluorescencia (FluoroNunc PolySorp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU. de A.).
Posteriormente, se realizaron mediciones de la fluorescencia en el punto inicial para cada fragmento retiniano a una
distancia fijada y un angulo de 90°. La modificacion con AGE se realiz6 mediante la incubacién de los fragmentos
retinianos con 200 pl de dimero de glucoaldehido 25 mM (forma cristalina, Sigma-Aldrich) en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) durante 3 h a 37°C. Después de la incubacién, los agentes activos se retiraron por
lavado cuidadosamente, y los fragmentos retinianos se almacenaron durante la noche (4°C) hasta que finalizaba la
reaccion quimica. Finalmente, se inicié la desglucacion in vitro usando una solucion que contenia FN3K (documento
WQ02019149648) 250 pug/ml + ATP 5 mmol/l + MgClz2 2 mmol/l (n=10), FAOD 10 U/ml (n=10) o la combinacién FN3K
250 pg/ml + ATP 5 mmol/l + MgClz 2 mmol/l + FAOD 10 U/ml (n=10).

La FAOD se adquiri6 de Creative Enzymes, Shirley, NY. Se afiadieron veinte microlitros de las soluciones a cada
fragmento retiniano y se incubaron durante 3 h a 37°C. Se realizaron mediciones de fluorescencia antes de la adicién
de soluciones de desglucacién y se repitieron después del periodo de incubacién. Como experimento de control, 10
fragmentos retinianos se procesaron de modo similar. Sin embargo, los fragmentos se trataron como control con PBS
+ ATP 5 mmol/l + MgCl2 2 mmol/l después de la modificacion con AGE.

Los AGE se cuantificaron basandose en mediciones de autofluorescencia (AF) de tipo Maillard (excitacion 365 nm,
emisién 390-700 nm) usando un espectrémetro miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-1000 nm, Ocean
Optics, Dunedin, FL, EE. UU. de A.) equipado con una fuente de luz de LED de alta potencia (365 nm, Ocean Optics)
y una sonda de reflexion (QR400-7-VIS-BX, Ocean Optics). Los valores de AF se calcularon dividiendo la intensidad
de luz promedio emitida por nm para el intervalo de 407 nm a 677 nm por la intensidad de luz promedio por nm a lo
largo del intervalo de 342 nm a 407 nm.

Las mediciones medias de AF muestran un fuerte incremento después de la glucacion con GA en todos los fragmentos
retinianos. La AF en retinas neurales disminuia en 34% cuando se trataban con la solucién de FN3K (fig 1A), en 38%
cuando se trataban con la solucién de FAOD (fig 1B) y en 62% cuando se trataban con una solucién que contenia
tanto FN3K como FAOD (fig 1C), mientras que las retinas tratadas con control permanecian estables (AF+ 4%) (fig
1D)
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Ejemplo 2. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de fragmentos de cristalino humano tratados con
FAOD sola o en combinacion con FN3K. Fragmentos de cristalino humano con cataratas (n=30) obtenidos después
de cirugia de facoemulsificacion se lavaron varias veces con PBS, se mezclaron y se almacenaron a 4°C. La
fluorescencia UV se midi6 en tres mezclas de fragmentos de cristalino (fig 2). Los AGE se cuantificaron basandose en
mediciones de autofluorescencia (AF) de tipo Maillard (excitacion 365 nm, emision 390-700 nm) usando un
espectrometro miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-1000 nm, Ocean Optics, Dunedin, FL, EE. UU. de A.)
equipado con una fuente de luz de LED de alta potencia (365 nm, Ocean Optics) y una sonda de reflexion (QR400-7-
VIS-BX, Ocean Optics). A continuacion, los fragmentos de cristalino mezclados se trataron durante 3 h a 37°C con
FN3K (documento W02019149648) 250 ug/ml + ATP 5 mmol/l + MgCl2 2 mmol/I (n=10), FAOD 10 U/ml (n=10) o la
combinaciéon FN3K 250 pg/ml + ATP 5 mmol/l + MgClz 2 mmol/l + FAOD 10 U/ml (n=10). La FAOD se adquirié de
Creative Enzymes, Shirley, NY. El tratamiento con FN3K daba como resultado una disminucion enn 68,85% para
mediciones de fluorescencia UV a 450 nm y en 69,71% a 490 nm. El tratamiento con FAOD daba como resultado una
disminucién en 90% para mediciones de fluorescencia UV a 450 nm y en 90,57% a 490 nm. El tratamiento con una
combinacion tanto de FN3K como de FAOD daba como resultado una disminucién en 93,68% para mediciones de
fluorescencia UV a 450 nm y en 93,77% de disminucion a 490 nm (fig 2).

Ejemplo 3. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de cérnea humana tratada con FAOD sola o en
combinacion con FN3K.

Se obtuvieron corneas humanas (n=3) de ojos de cadaveres y se almacenaron a 4°C hasta el procesamiento. Un
oftalmélogo capacitado aislé corneas humanas a través de diseccién en un plazo de 12 h después de la muerte, se
transfirieron a una placa de 6 pocillos estéril (Thermo scientific, Roskilde, Dinamarca) y se congelaron a -20°C. Se
cortaron fragmentos corneales de cada cornea congelada y se afiadieron a una placa de 96 pocillos para mediciones
de la fluorescencia (FluoroNunc PolySorp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU. de A.). Posteriormente, se
realizaron mediciones de la fluorescencia en el punto inicial para cada fragmento corneal a una distancia fijada y un
angulo de 90°. La modificacion con AGE se realizé mediante la incubacion de los fragmentos corneales con 200 pl de
dimero de glucoaldehido (GA) 25 mM (forma cristalina, Sigma-Aldrich) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
durante 3 h a 37°C. Después de la incubacion, los agentes activos se retiraron por lavado cuidadosamente, y los
fragmentos corneales se almacenaron durante la noche (4°C) hasta que finalizaba la reaccién quimica. Finalmente,
se inici6 la desglucacion in vitro usando una solucion que contenia FN3K (documento W02019149648) 250 pg/ml +
ATP 5 mmol/l + MgCl2 2 mmol/l, FAOD 10 U/ml (n=10) o la combinacién FN3K 250 pg/ml + ATP 5 mmol/l + MgClz 2
mmol/l + FAOD 10 U/ml. La FAOD se adquirié de Creative Enzymes, Shirley, NY. Se afiadieron veinte microlitros de
las soluciones a cada fragmento corneal y se incubaron durante 3 h a 37°C. Se realizaron mediciones de fluorescencia
antes de la adicion de soluciones de desglucacion y se repitieron después del periodo de incubacién. Como
experimento de control, se procesaron fragmentos corneales de modo similar. Sin embargo, los fragmentos se trataron
como control con PBS + ATP 5 mmol/l + MgClz2 2 mmol/l después de la modificaciéon con AGE.

Los AGE se cuantificaron basandose en mediciones autofluorescencia (AF) de tipo Maillard (excitacién 365 nm,
emisién 390-700 nm) usando un espectrémetro miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-1000 nm, Ocean
Optics, Dunedin, FL, EE. UU. de A.) equipado con una fuente de luz de LED de alta potencia (365 nm, Ocean Optics)
y una sonda de reflexion (QR400-7-VIS-BX, Ocean Optics). Los valores de AF se calcularon dividiendo la intensidad
de luz promedio emitida por nm para el intervalo de 407 nm a 677 nm por la intensidad de luz promedio por nm a lo
largo del intervalo de 342 nm a 407 nm.

Las mediciones medias de AF muestran un fuerte incremento después de la glucacion con GA en todos los fragmentos
corneales. La AF en los fragmentos corneales disminuia en 3% cuando se trataban con la solucién de FN3K (fig 3A),
en 12% cuando se trataban con la solucién de FAOD (fig 3B) y en 27% cuando se trataban con una solucién que
contenia tanto FN3K como FAQOD (fig 3C), mientras que las retinas tratadas con control mostraban un ligero incremento
en la AF (fig 3D)

Ejemplo 4. Mediciones espectroscopicas de fluorescencia de retina humana tratada con FAOD y peroxidasa.
Se obtuvieron retinas porcinas (n=40) de un matadero local y se almacenaron a 4°C hasta el procesamiento. Un
oftalmélogo capacitado aislé retinas neurales a través de diseccién en menos de 12 h después de la muerte, se
transfirieron a una placa de 6 pocillos estéril (Thermo scientific, Roskilde, Dinamarca) y se congelaron a -20°C. Se
cortd un fragmento retiniano de cada retina congelada y se afiadié a una placa de 96 pocillos para mediciones de la
fluorescencia (FluoroNunc PolySorp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU. de A.). Posteriormente, se
realizaron mediciones de la fluorescencia en el punto inicial para cada fragmento retiniano a una distancia fijada y un
angulo de 90°. La modificacion con AGE se realizé mediante la incubacion de los fragmentos retinianos con 200 pl de
dimero de glucoaldehido 25 mM (forma cristalina, Sigma-Aldrich) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
durante 3 h a 37°C. Después de la incubacién, los agentes activos se retiraron por lavado cuidadosamente, y los
fragmentos retinianos se almacenaron durante la noche (4°C) hasta que finalizaba la reaccién quimica. Finalmente,
se inicié la desglucacion in vitro usando una soluciéon que contenia FAOD 10 U/ml sola o en combinacion con
peroxidasa 473 U/ml. La FAOD se adquirié de Creative Enzymes, Shirley, NY. Se afiadieron veinte microlitros de las
soluciones a cada fragmento retiniano y se incubaron durante 1 h, 2 h o 3 h, respectivamente, a 37°C. Las enzimas
desglucantes se retiraron por lavado cuidadosamente con PBS y los AGE se cuantificaron basandose en mediciones
de autofluorescencia (AF) de tipo Maillard (excitacion 365 nm, emisiéon 390-700 nm) usando un espectrometro
miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-1000 nm, Ocean Optics, Dunedin, FL, EE. UU. de A.) equipado con
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una fuente de luz de LED de alta potencia (365 nm, Ocean Optics) y una sonda de reflexion (QR400-7-VIS-BX, Ocean
Optics). Los valores de AF se calcularon dividiendo la intensidad de luz promedio emitida por nm para el intervalo de
407 nm a 677 nm por la intensidad de luz promedio por nm a lo largo del intervalo de 342 nm a 407 nm.

Las mediciones medias de AF muestran un fuerte incremento después de la glucacion con GA en todos los fragmentos
retinianos (fig. 4). La AF en las retinas neurales disminuia de forma similar con 47% cuando se trataban durante 1 h
con solucién de FAOD sola o en combinacién con peroxidasa. Sin embargo, después de 2 h de incubacién con
soluciones desglucantes, la AF en retinas neurales disminuia otro 40% cuando se trataban con solucién de FAOD en
combinacion con peroxidasa en comparacion con 29% cuando se usaba solamente solucién de FAOD. Después de
una incubacién de 3 h, la AF en retinas neurales disminuia adicionalmente en 5% cuando se trataban con solucién de
FAOD en combinacién con peroxidasa en comparaciéon con 26% cuando se usaba solamente solucién de FAQOD,
sugiriendo un proceso de desglucacion mas rapido cuando se usa solucién de FAOD desglucante con peroxidasa.

Ejemplo 5. Medida de la funcion visual y la presion intraocular en perros in vivo después del tratamiento con
FAOD en combinacion con FN3K. 4 perros (un chihuahua de 11 afios, un caniche de 8 afios, un bichén maltés de 8
afios y un perro pastor de 7 afios) con cataratas cegadora en ambos 0jos se trataron con gotas que contenian una
combinacion de FAOD y FN3K durante 4 semanas en el ojo derecho y con una enzima FNKS3 inactiva mutante en el
ojo izquierdo (documento W(020200053188). 2 de los 4 perros, el chihuahua y el perro pastor, habian desarrollado
cataratas recientemente en un plazo de 3 semanas. Los otros 2 perros tenian una catarata més antigua (mas de 3
meses). El tratamiento consistia en 6 gotas con un intervalo de 5 minutos el dia 1, y a continuacion semanalmente
durante 4 semanas (4 tratamientos en total). Las gotas del ojo derecho (OD) contenian 100 U/ml de FAOD y 70 ug/ml
de FN3K , 5 mmol/l de ATP y 2 mmol/l de MgCI2. La FAOD se adquiri6 de Creative Enzymes, Shirley, NY. Como
control, las gotas del ojo izquierdo (Ol) contenian 70 pg/ml de FN3K mutante, 5 mmol/l de ATP y 2 mmol/l de MgClz.
La funcion visual (VF) se prob6 en tres pruebas visuales diferentes antes del tratamiento (punto inicial} y
posteriormente semanalmente durante el tratamiento. Todas las pruebas se realizaron para el OD y el Ol
separadamente. En la prueba de la mesa, el perro puntuaba positivo (+) si el perro extendia las patas al acercarse a
una mesa, en la prueba de la bola de algodén el perro puntuaba positivo (+) si buscaba la bola de algodén tirada sobre
una mesa, en la prueba del camino el perro puntuaba positivo (+) si andaba desde la entrada hasta la salida sin
chocarse con sillas y cajas puestas aleatoriamente en el camino.

La Tabla 1 muestra la mejora en la funcién visual en el OD tratado de 2 de 4 perros (chihuahua y perro pastor) ya
después de 2 semanas de tratamiento. Los perros que mostraban una mejora rapida eran los perros que habian
desarrollado cataratas recientemente en un plazo de 3 semanas.

............................................................... i v v
punto inicial 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas

OD del chihuahua -/-/- -/-/- +/ 4+ §+/+/+ §+/+/+

OI del chihuahua ‘-/-/- '-/-/- '-/-/- // //

ODdeIperropastor .................... P — T — +/+/++/+/++/+/+ ....................

O|de|perropastor ........................ __/_/__/_/_ .............................. : /_/__/_/_ ........................

En segundo lugar, se evalu6 el efecto del tratamiento con enzimas desglucantes sobre |a presion intraocular (IOP) en
4 perros (un chihuahua de 11 afios, un caniche de 8 afios, un bichén maltés de 8 afios y un perro pastor de 7 afios).
Antes de medir la IOP, se afiadié una gota de anestésico a la cérnea (oxibuprocaina) y a continuacién se midié la IOP
mediante tonometria de aplanamiento con el Tono-pen vet (Reichert, NY, EE. UU. de A.). La IOP se midi6 antes y 30
minutos después del tratamiento del OD (combinacién de enzimas FAOD y FN3K) y el Ol (enzima FN3K inactiva
mutante). El tratamiento consistia en 6 gotas con un intervalo de 5 minutos. Las gotas del ojo derecho (OD) contenian
100 U/ml de FAOD y 70 pug/ml de FN3K, 5 mmol/l de ATP y 2 mmol/l de MgCI2. La FAOD se adquirio de Creative
Enzymes, Shirley, NY, EE. UU. de A. Como control, las gotas del ojo izquierdo (Ol) contenian 70 pg/ml de FN3K
inactiva mutante (documento W020200053188), 5 mmol/l de ATP y 2 mmol/l de MgClz. En el OD, podia apuntarse
una IOP alta (> 13 mm Hg) antes del tratamiento en 2 perros: en el bichén maltés hasta 22 mm Hg y en el perro pastor
hasta 14 mm Hg. Después del tratamiento con la combinacion de enzimas desglucantes (combinacién de FAOD y
FN3K) la IOP caia en 54% en el bichén maltés y en 29% en el perro pastor. En los otros 2 perros, la IOP del OD era
baja (< 13 mm Hg) antes del tratamiento y permanecia baja (< 13 mm Hg) después del tratamiento con enzimas
desglucantes. En los 4 perros, la IOP en el Ol era baja (<« 13 mm Hg) antes del tratamiento y permanecia baja (< 13
mm Hg) después del tratamiento con enzima FN3K inactiva mutante.
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Ejemplo 6 (fig 5) Diferentes patrones de fluorescencia muestran diferente especificidad de sustrato para FN3K
y FAOD. Fragmentos de cristalino humano con cataratas (n=30) obtenidos después de cirugia de facoemulsificacion
se lavaron varias veces con PBS, se mezclaron y se almacenaron a 4°C. Como el incremento relacionado con la edad
no es completamente similar para todos los AGE en pacientes diabéticos en comparacién con pacientes no diabéticos,
la mezcla de fragmentos de cristalino se extendié y también se incluyeron pacientes seniles con diabetes (13). Los
AGE se cuantificaron basandose en mediciones de autofluorescencia (AF) de tipo Maillard (excitacién 365 nm, emisién
390-700 nm) usando un espectrémetro miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-1000 nm, Ocean Optics,
Dunedin, FL, EE. UU. de A.) equipado con una fuente de luz de LED de alta potencia (365 nm, Ocean Optics) y una
sonda de reflexion (QR400-7-VIS-BX, Ocean Optics). Dos mezclas similares de fragmentos de cristalino se trataron a
continuacién durante 3 h a 37°C bien con FN3K (documento W02019149648) 250 ug/ml + ATP 5 mmol/l + MgClz 2
mmol/l (n=15) o bien con FAOD 10 U/ml (n=15). La FAOD se adquirié de Creative Enzymes, Shirley, NY. Después de
la incubacién con tratamiento con FN3K, se observa una disminucién importante en la autofluorescencia en el espectro
de AGE (450-500 nm). Como resultado, se pueden observar dos maximos después del tratamiento con FN3K, uno
grande a 500 nm y un segundo pico mas pequefio de autofluorescencia a 450 nm con una disminucién importante de
la autofluorescencia a 450 nm. En contraste, el patrén de fluorescencia después del tratamiento con FAOD es diferente
con una pérdida completa de sefial de autofluorescencia a 450 nm pero con un nuevo pico mas pequefio observado
a 520 nm que representa productos fluorescentes secundarios de AGE anteriores (14). Asi, después del tratamiento
con FAOD pero no el tratamiento con FN3K, la cantidad relativa de pérdida de autofluorescencia después del
tratamiento con FAOD se cambia con un nuevo pico de autofluorescencia a 520 nm.

Ejemplo 7 (fig 6) Diferente patron de filtracion en gel de fragmentos de cristalino humano con cataratas
mezclados solubles en urea muestran diferente especificidad de sustrato para FN3K y FAOD

Se obtuvieron fragmentos de cristalino humano después de facoemulsificaciéon durante la cirugia de cataratas de 10
pacientes. Se incluian pacientes no diabéticos y diabéticos. Después de la cirugia, el liquido de conservacion que
contenia los fragmentos de cristalino se centrifugd (1902 x g, 5 min, 212C) y el sobrenadante se retird. Posteriormente,
los fragmentos mezclados (20 mg) se incubaron durante 3 h a 37°C en 200 pl de una solucién que contenia FAOD
(3,83 U/ml). Fragmentos mezclados no tratados (20 mg) se almacenaron bajo las mismas condiciones. Puesto que se
sabe bien que las cataratas estan asociadas con fuertes incrementos en proteinas insolubles en agua, las proteinas
solubles en urea (insolubles en agua) procedentes de fragmentos de cristalino tanto no tratados como tratados se
extrajeron en urea 6 M en PBS durante 4 h a 4°C en tubos de Eppendorf con SafeLock (Hamburgo, Alemania).
Después de la centrifugacion (16.000x g, 10 min, 21°C), el sobrenadante se retuvo para la filtracion en gel. La filtracion
en gel de fragmentos de cristalino no tratados y tratados con FAOD se llevo a cabo en una columna cromatografica
(longitud: 60 ¢m, diametro: 15 mm) rellena con resina Sephadex G-25® Fine (Sigma-Aldrich) a fin de determinar la
masa molecular de compuestos del cristalino que contienen fructosa tales como AGE. Después del fraccionamiento,
la presencia de AGE se comprobdé en primer lugar basandose en mediciones de autofluorescencia (AF) de tipo Maillard
(excitacion 365 nm, emisién 390-700 nm) usando un espectrémetro miniaturizado Flame (FLAME-S-VIS-NIR-ES, 350-
1000 nm, Ocean Optics, Dunedin, FL, EE. UU. de A.) equipado con una fuente de luz de LED de alta potencia (365
nm, Ocean Optics) y una sonda de reflexion (QR400-7-VIS-BX, Ocean Optics). Se detectaron picos de
autofluorescencia para fragmentos de cristalino tratados con FAOD a 520 nm, mientras que los picos de
autofluorescencia para fragmentos de cristalino tratados con FN3K se detectaron a 450 nm y 500 nm (15).
Posteriormente, todas las fracciones individuales se probaron fotométricamente usando la reaccion de resorcinol-HCI
(Seliwanoff), una reaccién cromatica muy conocida para las cetosas (16). En esta reaccion, una muestra de 50 pl se
afiadié a 100 pl de resorcinol (9 mM, Sigma-Aldrich) y 1 ml de &cido clorhidrico (9 M, Sigma-Aldrich). Después de la
incubacién en un barfio de agua a ebullicion durante 5 min el color desarrollado se ley6 fotométricamente en una cubeta
de 10 mm estandar a 488 nm. La filtracién en gel de fragmentos de cristalino no tratados mostraba un pico agudo a
los 165 min de tiempo de elucién correspondiente a una masa molecular de + 2500 Da y un segundo pico menor a los
235 min de tiempo de elucion correspondiente a 1660 Da antes del tratamiento, lo que indica la presencia de
estructuras de alta masa molecular tales como AGE reticulados. En las fracciones de cristalino tratadas con FN3K, se
detecto una serie de cetosas (AGE derivados de fructosa) con una masa molecular que variaba entre 1500 y 2500 Da
(15). En contraste, los AGE que contienen fructosa estaban completamente ausentes en fragmentos de cristalino
humano con cataratas después del tratamiento con FAOD, y ya no se detectaba ningln pico en ningun punto temporal
de elucion. Asi, el tratamiento con FAOD no solo da como resultado componentes con diferente masa molecular, sino
también con una estructura diferente en comparacion con el tratamiento con FN3K.

Ejemplo 8 (Figura 7). Aumento de potencia del cristalino humano después del tratamiento con FAOD

Se obtuvieron cristalinos humanos de ojos de cadaveres que eran rechazados para el trasplante de cornea (Biobank
Antwerpen, Antwerpen Bélgica, ID71030031000). Los ojos se disecaron y los cristalinos fueron extirpados por un
cirujano oftalmico experto. Los cristalinos se incubaron con FAOD o PBS. La potencia del cristalino se midié antes del

tratamiento y cada hora consecutiva hasta 4 h. La medicién de la distancia focal se basa en la formula de la lente
1 1 1

delgada / s que se refiere a la distancia focal de |a lente fcon la distancia al objeto desde la lente S1 y la
distancia a la imagen desde la lente S2. Un objeto aparecera enfocado cuando las tres cantidades cumplan la férmula

M=
de la lente delgada. Por otra parte, la amplificacion M de un sistema Optico se puede expresar como 51, Midiendo
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la distancia total entre el objeto y el plano de la imagen L = Si + Sz y la amplificacién M, la distancia focal de la lente
bajo prueba se puede obtener faciimente usando la ecuacion L/f= (1 + M)(1 + %). Puesto que la distancia focal de la

lente bajo prueba es bastante pequefia (aproximadamente 8 mm), es poco practico formar imagenes directamente
sobre un sensor de CMOS y se usa una lente de formacién de imagenes adicional. Se usa un sensor de CMOS de
alta resolucion (Basler ace - acA2000-165uc, 2040 x 1086 pixeles y tamafio del pixel 5,5 um) en combinacién con una
lente de formacién de imagenes de longitud focal fija (25 mm/F1.4 59871 Edmund optics, New Jersey). El objeto
consiste en un patrén periodico de lineas oscuras y blancas. En primer lugar, se toma una imagen de referencia son
la lente bajo prueba poniendo la camara en la posicion en la que la imagen esta enfocada. A continuacién, la lente
bajo prueba se coloca en una posicién aleatoria desde el objeto y la distancia de la camara se recoloca de modo que
la imagen del objeto esté enfocada. Midiendo el periodo de las lineas formadas como imagenes por la camara, se
puede calcular la amplificacién y con la posicién de la camara, finalmente se puede calcular la distancia focal. El
método de medicion se verificd realizando el procedimiento para una lente asférica conocida con una distancia focal
4,03 mm (Thorlabs C340TMD-A) que daba como resultado un error de menos de 1% en la longitud focal. Como la
calidad de la lente bajo prueba (debido a turbidez y aberraciones) es considerablemente peor que una lente de vidrio,
pueden tratarse posibles problemas con el enfoque de la imagen repitiendo el procedimiento para diferentes distancias
entre el objeto y la lente bajo prueba y promediando el resultado.

La potencia del cristalino en el punto inicial (fig 7A) era 17 + 0,95 D y no cambiaba cuando se trataba con solucion
salina. La potencia del cristalino se midi6 en aire y se convirtié en potencia del cristalino en agua (el indice de refraccién
del cristalino en aire es 1,5, el indice de refraccion del cristalino en agua es 1,13). La potencia del cristalino se
incrementaba después de 2 horas de tratamiento con FAOD en 0,45 + 0,35 D, después de 3 horas de tratamiento con
FAOD en 0,96 + 0,96 D y después de 5 horas (maximo) en 2,11 + 0,67 (fig 7B). El tratamiento con FAOD de cristalinos
humanos daba como resultado asi un incremento en la potencia del cristalino, que se refleja en una relacién directa
con las propiedades mecanicas del cristalino (17).

Ejemplo 9 (figura 8) La microespectroscopia de infrarrojo cercano sobre secciones tisulares tefiidas de retina
humana con AGE descifra diferentes cambios bioquimicos después del tratamiento con FN3K en comparacion
con el tratamiento con FAOD.

Se obtuvieron ojos de donantes de 2 pacientes de AMD en fase 3 (edad > 70 afios). Después del seccionamiento del
tejido, las muestras se desparafinaron antes del tratamiento mediante inmersioén consecutiva en xileno (3 x 1,5 min),
alcohol (90% 2 x 1 min; 75% 1 x 1 min} y enjuague en agua. Los portaobjetos se secaron durante 10 min a 60°C. Para
el tratamiento de control, una seccién se cubrié con 1 ml de soluciéon de ATP/MgClz. Para el tratamiento con FN3K,
una seccion adyacente se traté usando 1 ml de solucién de FN3K (FN3K (documento W0O2019149648) 250 pg/ml +
ATP 5 mmol/l + MgClz 2 mmol/l. Para el tratamiento con FAOD, una seccién adyacente se traté usando 1 ml de solucién
de FAOD 3,83 U/ml. Las secciones se incubaron a 37°C durante 24 h. Después de la incubacion, las secciones
tisulares se lavaron cuidadosamente con agua destilada y se secaron durante la noche a 37°C. A continuacion, las
secciones se tifieron y se cubrieron con cubreobjetos. La microespectroscopia infrarroja (IR) combina microscopia
oOptica con espectroscopia IR y es una poderosa técnica analitica para obtener visualizaciones bioquimicamente
selectivas de secciones tisulares (18,19). La espectroscopia IR se basa en el principio de que diferentes regiones de
luz IR son absorbidas por diversas moléculas dentro de los tejidos (p. €j., carbohidratos, proteinas y lipidos) (19, 20).
En un sistema microespectroscopico IR tipico, se emplea luz visible para visualizar y localizar zonas de interés sobre
secciones tisulares. Una vez que se encuentra una regién particular (p. ej., una drusa especifica), el sistema cambia
a la configuracién IR y se irradia luz IR sobre el objetivo predefinido (19). Para obtener una huella quimica de lesiones
drusenoides sobre las mismas secciones tisulares usadas para el examen microscopico Optico, se registraron
microespectros de transmisién del infrarrojo cercano con transformada de Fourier (FT-NIR) con un microscopio Bruker
Hyperion 2000 acoplado a un espectrometro de FTIR Bruker Vertex 80v (Bruker, MA, EE. UU. de A.) que funciona con
una fuente de luz halégena, un divisor de haces de CaF2 y un detector de InGaAs. La amplificacién del objetivo del
microscopio se ajusté a 15 x y la abertura a 20 pm x 20 um. El fondo se recogié con 800 coadiciones. Los espectros
se registraron a una resolucién de 16 cm-1 en el intervalo de 12.000 a 4000 cm-1 (800 escaneos). El analisis de datos
espectrales se realizé usando el programa SIMCA versién 15.0 (MKS Data Analytics Solutions, Malmd, Suecia). Se
realizaron diferentes etapas de preprocesamiento para minimizar la dispersién irrelevante de luz y estandarizar las
sefiales espectroscopicas. La diferenciacion se realizé para acentuar pequefias diferencias estructurales y reducir
efectos basales (21). La normalizacién de la variable normal estandar (SNV) se realizé para eliminar efectos de
gradacion a escala multiplicativos y variaciones por desviaciones basales aditivas. Después del preprocesamiento, los
datos espectrales se analizaron mediante métodos de reconocimiento de patrones no supervisados, tales como
andlisis de componentes principales (PCA), y métodos de reconocimiento de patrones supervisados, tales como
analisis discriminatorio por minimos cuadrados parciales (PLS-DA}, un método util para ilustrar qué variables son
responsables de la discriminacién entre 2 grupos distintos. El grafico de Hotelling resultante muestra una distincién
clara entre drusas tratadas con FN3K y drusas tratadas con FAQD.

Ejemplo 10

Se incubaron mezclas de fructosa y lisina asi como una mezcla de fructosa y arginina, asi como glucosa y arginina y
glucosa-lisina. Después de una incubacién a 37°C durante una semana, una porcidn de la mezcla se digirio,
respectivamente, mediante fructosil-aminooxidasa (FAOD, 38,3 U/ml} y fructosamina-3-cinasa (F3K, 250 ug/ml; ATP,
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5 mmol/l; MgClz, 2 mmol/l}. Se aplicé un enfoque de perfilado de metabolitos no dirigido basado en cromatografia de
liquidos de rendimiento ultraalto (UHPLC) acoplada con espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS).

Material y métodos
Muestras

Mezclas antes del tratamiento enzimatico (grupo 1):

. Mezcla de glucosa (100 mg/ml) y arginina (100 mg/ml) en agua, incubada a 37°C durante una semana.
. Mezcla de fructosa (100 mg/ml) y arginina (100 mg/ml} en agua, incubada a 37°C durante una semana.
. Mezcla de glucosa (100 mg/ml) y lisina (100 mg/ml) en agua, incubada a 37°C durante una semana.

. Mezcla de fructosa (100 mg/ml) y lisina (100 mg/ml} en agua, incubada a 37°C durante una semana.

. Mezclas después del tratamiento enzimatico (grupo 2):

. Mezcla Glu-Arg tratada con FAQOD,

. Mezcla Glu-Arg tratada con FN3K,

. Mezcla Fru-Arg tratada con FAQOD,

. Mezcla Fru-Arg tratada con FN3K,

. Mezcla Glu-Lys tratada con FAQOD,

. Mezcla Glu-Lys tratada con FN3K, .

. Mezcla Fru-Lys tratada con FN3K,

Ademas, también se proporcionaron soluciones de glucosa, fructosa, arginina y lisina con propositos de optimizacién
y el estudio del patron de fragmentacién de MS de estos compuestos.

Condiciones de UHPLC-HRMS

La separacion cromatografica se alcanzé en una bomba Accela 1250 (Thermo Fisher Scientific), usando una columna
C18 en fase inversa Zorbax RRHD Eclipse Plus (100 A, 1,8 um, 100 mm x 2,1 mm). La fase moévil consistia en acido
férmico al 0,1% (v/v) en agua (eluyente A) y acido férmico al 0,1% (v/v) en metanol (eluyente B). Se aplicé un programa
de elucién en gradiente como sigue: 0 — 0,5 min: B al 5%, 0,5 — 20,0 min: B al 5 - 99%, 20,0 — 21,0 min: B al 99%, 21,0
— 24,0 min: B al 99 - 5% B, 24,0 — 28,0 min: al 5% B. El caudal de la fase mévil era 0,3 ml/min. La temperatura de la
columna se ajusto a 40°C y la temperatura del automuestreador era 10°C. El volumen de inyeccién era 5 pl.

Se obtuvieron datos precisos de alta resolucioén de fragmentacion de espectroscopia de masas y de masas en tandem
(MS/MS) usando un espectrometro Q-Exactive hybrid quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) equipado con
una interfaz de ionizacién de electropulverizacion calentada (HESI-II). El instrumento se hizo funcionar en el modo de
ionizacion positiva. La adquisicion de datos incluia escaneos de MS completos y de MS/MS dependientes de datos.
Los parametros de la fuente de ionizacién eran los siguientes: un voltaje de pulverizacion de 3,0 kV, una temperatura
capilar de 350°C, una temperatura del calentador de 375°C, un caudal de gas de envuelta de 45 unidades arbitrarias
(u. a.), un caudal de gas auxiliar de 10 u. a. Se realiz6 una calibracién externa diaria del HRMS usando la solucién
Calmix de Thermo Scientific a lo largo de un intervalo de masa de 138-1721 Da. Se permitia la calibracién de masa
en linea usando ftalato de diisooctilo (C24H3804) como masa de blogueo.

El control del instrumento se llevé a cabo mediante el programa Xcalibur 4.2 (Thermo Fisher Scientific). Para el
procesamiento de datos, se usaron los programas tanto Xcalibur como Compound Discoverer 3.3 (Thermo Fisher
Scientific).

Resultados
Deteccion de compuestos pertinentes en las muestras investigadas

El procesamiento de datos generados mediante el analisis de UHPLC-HRMS/MS revelaba la presencia de un gran
numero de compuestos en las muestras investigadas (se detectaron + 800 compuestos distintos en cada muestra). La
mayoria de los compuestos que se detectaban en una muestra dada procedente del grupo 2 (es decir, mezcla de un
aminoacido y un azlcar especificos incubada a 37°C, y posteriormente tratada mediante una enzima) también estaban
presentes en la muestra correspondiente procedente del grupo 1 (es decir mezcla de esos aminoacido y azlcar
especificos incubada a 37°C, pero no tratada enzimaticamente). Por lo tanto, se consideraba que un pico de MS
detectado era pertinente (es decir, un producto final de glucaciéon avanzada (AGE) potencial} cuando se cumplian los
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siguientes criterios:
. El compuesto no esta presente en el blanco (agua).

. Para una muestra dada procedente del grupo 1, el compuesto detectado no esté presente en la muestra
obtenida usando el mismo azucar y un aminoacido diferente.

. Para una muestra dada procedente del grupo 2, el compuesto detectado no esté presente en la muestra
obtenida usando los mismos azlcares y enzima pero un aminoacido diferente.

Se seleccionaron 40 y 19 compuestos pertinentes (que posiblemente podrian ser AGE) para muestras que contenian
arginina y muestras que contenian lisina, respectivamente.

MS DE ANALISIS COMPARATIVO Digestién con FAOD Y F3K
AGE que desaparecen (A = basados en arginina, L = basados en lisina)
FUERTE =: mas de 80% de reduccion (frente a la muestra no tratada)

DEBIL: entre 20 y 40% de reduccion

NO ACTIVO: menos de 20% de diferencia

iFormula molecular Eanotacién gEfecto de FAOD iEfecto de F3K

....................... 05H12N2020rn|t|naFUERTE T
A3 5337,1 7098 C1 2H24N407 éFructosil-arginina/glucosilarginina §FUERTE NO ACTIVO
A4 31 9,16064 C1 2H22N406 élmidazolona A gFUERTE NO ACTIVO

i309,16554

{CO9H18N204 \carboxietil-lisina \FUERTE

{C8H16N204 écarboximetil-lisina ‘FUERTE

Productos formados

§n9 g[M=H] m/z {Formula

{Efecto de FAOD
molecular :

:Efecto de F3K

§Producto de arginina, 3

'A9 351,15047 | C12H22N408

idesoxiglucosona y glioxal

UY FUERTE (> 100 veces :No detectado

ide incremento)

{A2:131,12904 |C5H14N4 tagmatina

§FUERTE (1,8 (glu-Arg) —EVariabIe (dependiendo§
19,6 veces

(Fru-Arg) de ide la mezcla de partida)

iincremento)

CONCLUSION: Tanto F3K como FAOD pueden descomponer una variedad de productos finales de glucacién
avanzada. La FAOD reconoce sustratos que no son reconocidos por F3K (compuestos n°A3 y n°A4). El efecto de
FAQD sobre la degradacion de AGE es generalmente mas pronunciado que el de F3K
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una fructosil-aminooxidasa para el uso en el tratamiento de presbicia, cataratas,
degeneracion macular asociada a la edad, sindrome del ojo seco, retinopatia diabética y/o glaucoma.

2. Una composicién para el uso segun la reivindicacién 1, que comprende ademas dinucleétido de flavina y adenina
(FAD).

3. Una composicion para el uso segun las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas una fructosamina-3-cinasa
y trifosfato de adenosina (ATP)

4. Una composicién para el uso segun la reivindicacién 3, que comprende ademas iones magnesio.
5. Una composicion para el uso segln las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas una peroxidasa.

6. Una composicién para el uso seguin la reivindicacién 1-5, donde dicha composicién se administra como gotas o a
través de cualquier otra aplicacion externa, o a través de una aplicacion interna.

16



ES 2994 793 T3

0
<
o

4V 9p J0feA

Base GA Tratamiento

Fig 1A

17



ES 2994 793 T3

0.04

0.02-

Valor de AF

0.01-

‘Gg B - - “ E— —
Base GA Tratamiento

Fig 18

18



ES 2994 793 T3

0.06~

0.04-

Valor de AF

0.02+

0.00

Base GA Tratamiento

Fig 1€

19



ES 2994 793 T3

R S~

S © © © 9 9§

- o Lo - - <o
4V 3p I0[eA

B;se GA Trataiento

Fig 1D

20



ES 2994 793 T3

GoL ok OB B B8 0D

R AR

Feepreni S R O P e EORPERO

{wiu) epuc op pnubuoy
035 095 O

s s o Wy 0

T4 4

[ P

i S U R
R O

v,
i,

ke, o

N

o PG A
e

o

Fig 2

21



ES 2994 793 T3

fwiu} epuo ap pnjibuo

o 0 o0

£}
»
b
[
«

«
+:
'E
¥
v
I
Xl
s
+
¥
R
L
L1

T

{sepeng) pepisusiuy

Fig 3A

22



ES 2994 793 T3

{wiu} epuc op probus

5

UL

=

¥
.‘w.
1
4

o gV
" iy

. ..awmmw

,.Wmm%

oo

amenn

o

} pepisuaiy|

{sepiany

Fig 38

23



ES 2994 793 T3

{wu} epua ap papuoy

0oL 039 %m 9 (s 009 088 046 § AT R )

#
"
.....Z:v:,.v:...

W iz .

g

| g,

PR R e o)

w0

{setwenn} pepisuspyg

Fig 3C

24



ES 2994 793 T3

{tuu} epuo op puybuoy

o
wan
e
anm AR

-
0L

s i

e

-

o0y

{sepians) pepisusjy

Fig 3D

25



ES 2994 793 T3

H i i
o0 < ¥ N
e e o 9
< Lo Q <
4V 9p J0JEA

FAOD-PEROX

FAOD

Fig 4

26



ES 2994 793 T3

{w) epuo sp payfiuoy

096 076 088 08 pog 094 8ZL 089 OP9 009 095 025 08P OFY  0OF

00¢
oov
005
309
00L

S _.W..cmw

006

{seuany) pepisuaiyy

Fig 54

27



ES 2994 793 T3

{wu} epuo ap pnyibuo

a8y ovy  O0F

............. 0

cww
o X00E

{sejuana)) pepisusiyl

Fig 5B

28



{-unu) uonge ap odwia )
8EP SIP T6E TLE 6YE 8LE TOE I87 0HT SEC TIT 88T 591 OVL 81T £6 0% Of ¢

ES 2994 793 T3

10°0
00
£0°0
y0°0
50°0
90°0
Lo'o
80°0

%31
3
]

Wit Q8% © BIDUBGQIOSQY

Fig6

29



ES 2994 793 T3

i i t
WY LR L
. —

enfe 0} QUIRISLD 18D RIDUSIOY

30

horas

GiInco

tres horas

hase (w}



ES 2994 793 T3

i X b : SO
X L% R s &R
{enbe "]} CuRISHD 18P BIOUSIOY
Fig 7B

31

MAXHNO

fres horas

dos horas



ES 2994 793 T3

h

00 w0 wWo o a0 e 90v mqmg

wo

100

100

20

£0'0

(z1x

Fig8

32



ES 2994 793 T3

OIOH/\/
NH
H,N 2

Fig9

o] OH o o
H
I/\/NH NH
HoN \"/ OH
NH OH OH

Fig 10

Oy _OH
OH
I/\/NH H
HoN | OH
K, HO
)

Fig 11

C OH
Fig 12
Oy _OH
I/\/\ OH
HoN NHJY
]
Fig 13

33



ES 2994 793 T3

Fig 14

Fig 15

NH

Fig 16

34



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - CLAIMS
	Page 17 - DRAWINGS
	Page 18 - DRAWINGS
	Page 19 - DRAWINGS
	Page 20 - DRAWINGS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS

