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DESCRIPCION
Reposicion y enriquecimiento terapéuticos de la lubricacion de la superficie ocular
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud de patente reivindica beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional U.S. No. 61/051.112 presentada
el 7 de mayo, 2008.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la gestion de la lubricacion ocular. En particular, la presente invencion se refiere a
composiciones farmacéuticas para tratar enfermedades asociadas con la lubricacion comprometida en las
superficies corneales y conjuntivales.

Antecedentes

El gen del proteoglicano 4 (prg4) codifica proteinas altamente glicosiladas denominadas factor estimulante de
megacariocitos (MSF), lubricina, y proteina de zona superficial (SZP) (7)). La lubricina se aislé en primer lugar del
fluido sinovial y demostré una capacidad lubricante in vitro similar al fluido sinovial en la interfase cartilago-vidrio (2).
La lubricina se identifico posteriormente como un producto de los fibroblastos sinoviales (3) y también se mostré que
posee capacidad lubricante por capa limite en una interfase latex-vidrio por Jay et al. (3-9). Se mostro
posteriormente que los oligosacaridos 3(1-3)Gal-GalNAc unidos por O en un dominio grande semejante a mucina de
940 aminoacidos (70), codificados por el exén 6, median, en parte, esta capacidad lubricante por capa limite (8).
SZP se localizé en primer lugar en la superficie de cartilago de explante de la zona superficial y se aislé del medio
condicionado (77). SZP también demostré capacidad lubricante en la interfase cartilago-vidrio (72). Estas moléculas
se refieren colectivamente como PRG4. También se mostré que PRG4 estaba presente en la superficie del sinovio
(58), tenddn (13), y menisco (74). Ademas, se ha mostrado que PRG4 contribuye, tanto a concentraciones
fisiolégicas como patofisioldgicas, a la lubricacion por capa limite de superficies de cartilago articular opuestas (59).

La importancia funcional de prg4 se mostré6 por mutaciones que causan el sindrome de la enfermedad
camptodactilia-artropatia-coxa vara-percarditis (CACP) en los seres humanos. CACP se manifiesta por
camptodactilia, artropatia no inflamatoria, y sinovitis hipertrofica, con deformidad coxa vara, percarditis, y efusion
pleural (15). También, en ratones nulos para PRG4, se observaron deterioro del cartilago, y posterior fallo articular
(16). Por lo tanto, la expresion de PRG4 es un componente necesario de las articulaciones sinoviales sanas.

PRG4 es un miembro de la familia de las mucinas, que generalmente son abundantes en los recubrimientos
epiteliales y proporcionan muchas funciones, incluyendo lubricacion y proteccion frente a los microorganismos
invasores (717). Las propiedades funcionales de las mucinas se determinan generalmente por patrones
especializados de glicosilacién y su capacidad para formar multimeros a través de enlaces disulfuro intermoleculares
(18), estando los dos alterados en enfermedades cronicas (por ejemplo, fibrosis quistica, asma) (77). La
caracterizacion bioquimica de PRG4 aislado del fluido sinovial (2, 19) mostré heterogeneidad molecular en la O-
glicosilacion, lo que parece influir en las propiedades lubricantes (8). Recientemente, se ha mostrado que PRG4 de
fluido sinovial bovino existe como dimeros unidos por disulfuro, ademas de las formas monoméricas, como se
sugiere por los dominios ricos en cisteina conservados en los extremos N y C, junto con una cisteina no emparejada
en el extremo C (20).

En tejidos tales como las articulaciones sinoviales, los modos fisico-quimicos de lubricacion se han clasificado como
por pelicula de fluido o por capa limite. Los modos operativos de lubricacién dependen de las fuerzas normal y
tangencial en los tejidos articulantes, de la velocidad relativa del movimiento tangencial entre estas superficies, y del
historial de tiempo tanto de carga como de movimiento. El coeficiente de friccion, y, proporciona una medida
cuantitativa, y se define como la proporcién de fuerza de friccion tangencial respecto a la fuerza normal. Un tipo de
modo de lubricacién mediado por fluido es hidrostatico. Al inicio de la carga y tipicamente durante una duracion
prolongada, el fluido intersticial en el cartilago se presuriza, debido a la naturaleza bifasica del tejido; el fluido
también puede verse forzado en las asperezas entre las superficies articulares a través de un mecanismo de
supuracion. El fluido intersticial presurizado y los combinados de lubricante atrapados pueden por lo tanto contribuir
significativamente a soportar carga normal con una resistencia pequefia a la fuerza de cizalla, facilitando un y muy
bajo. También, al inicio de la carga y/o movimiento, ocurren tipos de lubricaciéon por pelicula de fluido, pelicula de
presion, hidrodinamico, y elastohidrodinamico, con presurizacion, movimiento, y deformacién actuando para dirigir el
lubricante viscoso desde y/o a través del hueco entre dos superficies en movimiento relativo.

El grado relevante en el que ocurre la lubricacion por presion de pelicula de fluido frente a la de por capa limite
depende clasicamente de un numero de factores (37). Cuando la pelicula de lubricante puede fluir entre las
superficies deslizantes adecuadas, que pueden deformarse elasticamente, ocurre la lubricacién elastohidrodinamica.
La presion, rugosidad de la superficie, y velocidad relativa de deslizamiento determinan cuando empieza a fallar la
lubricacion del fluido completa y la lubricacién entra en nuevos regimenes. Al disminuir mas la velocidad, las
peliculas de lubricante adherentes a las superficies articulantes empiezan a contribuir y ocurre un régimen mixto de
lubricacion. Si la velocidad disminuye incluso mas y sélo permanece una capa de lubricante ultra-fina compuesta por
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unas pocas moléculas, ocurre la lubricacion por capa limite. Un modo de lubricaciéon por capa limite esta indicado
por lo tanto por un coeficiente de friccion (proporcion de la fuerza de friccion medida entre dos superficies en
contacto en movimiento relativo respecto a la fuerza normal aplicada) durante deslizamiento estacionario no
alterandose con factores que influyen en la formacion de una pelicula de fluido, tal como velocidad relativa de
deslizamiento y carga axial (35). Para el cartilago articular, se ha concluido que es seguro que ocurre la lubricacion
por capa limite, aunque complementada por la presurizacion del fluido y otros mecanismos (36-39).

En la lubricacién por capa limite, la carga es soportada por el contacto superficie a superficie, y las propiedades
friccionales asociadas estan determinadas por moléculas de la superficie lubricantes. Se ha propuesto que este
modo es importante porque las capas de cartilago opuestas se ponen en contacto sobre ~ 10% del area total, y aqui
puede ser donde ocurre la mayor parte de la friccion (30). Ademas, con un tiempo de carga y disipacion de la
presion hidrostatica crecientes, las superficies recubiertas por lubricante soportan una parte cada vez mayor de la
carga respecto al fluido presurizado y, consecuentemente, este modo puede volverse cada vez mas dominante (37,
32). La lubricacién por capa limite, en esencia, mitiga el movimiento por adherencia-deslizamiento ("stick-slip") (37),
y por lo tanto se manifiesta como una resistencia disminuida tanto para el movimiento estacionario como el inicio del
movimiento. La ultima situacion es relevante para superficies articulantes que soportan carga después de una carga
compresiva prolongada (por ejemplo, sentado o de pie in vivo) (33). Los patrones de deterioro tipicos de superficies
de cartilago (34) también sugieren que la lubricacion por capa limite del cartilago articular es critica para la
proteccion y mantenimiento de la estructura de la superficie articular.

Con un tiempo de carga y disipacion de la presion hidrostatica crecientes, las superficies recubiertas por lubricante
soportan una parte cada vez mayor de la carga respecto al fluido presurizado y, consecuentemente, p puede estar
dominado de manera creciente por este modo de lubricacién. Un modo de lubricacién por capa limite esta indicado
por valores de u durante el deslizamiento estacionario que no se alteran por factores que influyen en la formacion de
una pelicula de fluido, tal como velocidad relativa de deslizamiento y carga axial. La lubricacién por capa limite, en
esencia, mitiga el movimiento por adherencia-deslizamiento, y por lo tanto se manifiesta como una resistencia
disminuida tanto para el movimiento estacionario como el inicio del movimiento.

La acumulacién de PRG4 en el fluido sinovial y en la superficie articular, son probablemente determinantes
funcionales clave de la capacidad lubricante por capa limite de PRG4. Recientemente, se demostré que una
secrecion significativa, de tres veces, de PRG4 resultaba de la carga de cizalla dinamica de explantes de cartilago
cultivados, comparado con cultivos con hinchamiento libre o comprimidos estaticamente (27). Esta sintesis y
secrecion de PRG4 por los condrocitos podria contribuir significativamente a la concentracion de PRG4 en el fluido
sinovial, tanto en condiciones homeostaticas como patoldgicas en las que estan presentes reguladores fisioldgicos
(23). Aunque la cantidad de PRG4 unido a la superficie no parece correlacionarse con las velocidades de secrecion,
estudios previos sugieren que el PRG4 unido a la superficie puede intercambiarse con PRG4 endégeno en el fluido
sinovial (25), especialmente bajo la influencia de perturbacion mecanica (26, 27). La clarificacion de los aspectos
espacial y temporal del metabolismo de PRG4 en la articulacion, particularmente en la superficie articular, haria que
avanzara la comprension de la contribucion de PRG4 en las propiedades de baja friccion del cartilago articular, y
posiblemente daria lugar a tratamientos para prevenir la pérdida de esta funcion (40, 41). Queda mas por determinar
acerca del procesamiento, y las funciones adicionales o alternativas potenciales de varias moléculas de PRG4 de
diferente peso molecular (10, 27, 28, 61). Ademas, la combinacién de factores quimicos y mecanicos para estimular
la expresion de PRG4 en condrocitos cerca de la superficie articular puede ser til para crear cartilago preparado por
ingenieria de tejidos a partir de sub-poblaciones aisladas (29) con una superficie que es bioactiva y funcional en la
lubricacion.

Actualmente, se desconocen los mecanismos precisos de la lubricacion por capa limite en interfases bioldgicas. Sin
embargo, el proteoglicano 4 (PRG4) puede jugar un papel critico como un lubricante por capa limite en las
articulaciones articulantes. Se piensa que esta glicoproteina secretada protege a las superficies cartilaginosas frente
a las fuerzas friccionales, adhesion celular y deposicion de proteinas. Se han aislado y caracterizado varias
proteinas de lubricina nativas y recombinantes e isoformas. US 2007/275032 describe un efecto lubricante de PRG4
en el cartilago. Se dice que PRG4 aislado de cartilago de articulacién humano actua como una molécula condro-
protectora, proporcionando proteccion para las células de cartilago inferiores.

Las Patentes U.S. Nos. 5.326.558; 6.433.142; 7.030.223 y 7.361.738 describen una familia de factores
estimuladores de megacariocitos (MSF) humanos y composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de
dichos MSF para tratar estados patolégicos o trastornos, tales como una deficiencia de plaquetas. Las Patentes U.S.
Nos. 6.960.562 y 6.743.774 también describen un polipéptido lubricante, tribonectina, que comprende un fragmento
sustancialmente puro de MSF, y métodos para lubricar articulaciones u otros tejidos mediante la administracion de
tribonectina sistémicamente o directamente en los tejidos.

US 2007/249557 describe que PRG4 expresado por condrocitos de superficie participa en la lubricacion por capa
limite de articulaciones cartilaginosas.
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Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona, en varias realizaciones, composiciones farmacéuticas para la gestion de la
lubricacién ocular, incluyendo la reposicién y enriquecimiento terapéuticos de moléculas lubricantes por capa limite
en la superficie ocular. En determinadas realizaciones de la presente invencién se describe la observacion de que el
ARNmM de PRG4 es expresado en células epiteliales corneales y conjuntivales humanas, asi como en las glandulas
lacrimal y meibomio de ratén, lo que indica que la proteina PRG4 esta presente en estos tejidos en la superficie
ocular. En determinados casos de la presente invencion se describe la observacion de que el papel de la proteina
PRG4 sirve en la superficie ocular para proteger la cornea y conjuntiva frente a fuerzas de cizalla significativas
generadas durante el parpadeo, uso de lentes de contacto, y otras condiciones no deseadas. El impacto de la
pelicula lagrimal, incluyendo el impacto de la inflamacion, citoquinas proinflamatorias, desequilibrio de esteroides
sexuales y proteasas en la composicion y funcion de las peliculas, sugiere un curso de terapia para los problemas
oculares que estimula la lubricacién por capa limite.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica para uso en el
tratamiento de una deficiencia en la lubricacién ocular, una afeccién que esta asociada con o causa deficiencia en la
lubricacién ocular o sintomas asociados con ésta en un individuo, siendo adecuada la composicién para aplicaciéon
topica en una superficie ocular y que comprende una concentracion terapéuticamente efectiva de una proteina
PRG4 suspendida en una disolucion salina equilibrada oftalmicamente aceptable. La composiciéon farmacéutica de la
presente invencion también puede comprender uno o mas agentes oftalmicamente aceptables seleccionados del
grupo que consiste en un demulcente oftalmicamente aceptable, excipiente oftalmicamente aceptable, astringente
oftalmicamente aceptable, vasoconstrictor oftalmicamente aceptable, y emoliente oftalmicamente aceptable.

Los demulcentes oftalmicamente aceptables ejemplares contemplados en la presente invencién incluyen, pero no
estan limitados a, carboximetilcelulosa de sodio (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 2,5% p/p), hidroxietil celulosa
(por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 2,5% p/p), hipromelosa (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 2,5% p/p),
metilcelulosa (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 2,5% p/p), dextrano 70 (por ejemplo, aproximadamente 0,1%
p/v), gelatina (por ejemplo, aproximadamente 0,01% p/v), glicerina (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 1% p/v),
polietilen glicol 300 (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 1% p/v), piletilen glicol 400 (por ejemplo, aproximadamente
0,2 a 1% pl/v), polisorbato 80 (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a 1% p/v), propilen glicol (por ejemplo,
aproximadamente 0,2 a 1% p/v), polivinil alcohol (por ejemplo, aproximadamente 0,1 a 4% p/v), povidona (por
ejemplo, aproximadamente 0,1 a 2% p/v). Los excipientes/emolientes oftalmicamente aceptables ejemplares
contemplados en la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, lanolina anhidra (por ejemplo,
aproximadamente 1 a 10% p/v), lanolina (por ejemplo, aproximadamente 1 a 10% p/v), aceite mineral ligero (por
ejemplo, < aproximadamente 50% p/v), aceite mineral (por ejemplo, < aproximadamente 50% p/v), parafina (por
ejemplo, < aproximadamente 5% p/v), petrolato (por ejemplo, < aproximadamente 100% p/v), pomada blanca (por
ejemplo, < aproximadamente 100% p/v), petrolato blanco (por ejemplo, < aproximadamente 100% p/v), cera blanca
(por ejemplo, < aproximadamente 5% p/v), cera amarilla (por ejemplo, < aproximadamente 5% p/v). Un astringente
oftalmicamente aceptable ejemplar contemplado en la presente invencion incluye, pero no esta limitado a, sulfato de
cinc (por ejemplo, aproximadamente 0,25% p/v). Los vasoconstrictores oftalmicamente aceptables ejemplares
contemplados en la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, hidrocloruro de efedrina (por ejemplo,
aproximadamente 0,123% p/v), hidrocloruro de nafazolina (por ejemplo, aproximadamente 0,01 a aproximadamente
0,03% p/v), hidrocloruro de fenilefrina (por ejemplo, aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,2% p/v), e
hidrocloruro de tetrahidrozolina (por ejemplo, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,05% p/v).

En algunas de estas realizaciones, los demulcentes, excipientes, astringentes, vasoconstrictores, emolientes y
electrolitos proporcionan un medio para administrar la proteina PRG4 de una manera oftalmicamente aceptable. Las
composiciones oftalmicamente aceptables son adecuadas para aplicacion tdpica en la superficie ocular si carecen
de toxicidad, quemazon, picor, viscosidad, vision borrosa, etc. inaceptables para el ojo, después de la aplicacion.

En determinadas realizaciones, la composiciéon farmacéutica para el uso de la presente invencion comprende
ademas una concentracion terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes terapéuticos adicionales, incluyendo,
pero no limitado a, hialuronato de sodio, acido hialurénico, y fosfolipido. El fosfolipido ejemplar incluye, pero no esta
limitado a, L-a-dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina.

En determinadas realizaciones, una composicion farmacéutica para el uso de la invencién que es adecuada para
aplicacion topica en una superficie ocular y que comprende una concentracion terapéuticamente eficaz de proteina
PRG4 suspendida en una disolucién salina equilibrada oftalmicamente aceptable comprende al menos tres
electrolitos, incluyendo, pero no limitado a, cloruro de sodio (NaCl) 0,64%, cloruro de potasio (KCl) 0,075%, cloruro
de calcio dihidrato (CaCl2:2H20) 0,048%, cloruro de magnesio hexahidrato (MgCI2:6H20) 0,03%, acetato de sodio
trihidrato (C2H3Na02-3H20) 0,39%, citrato de sodio dihidrato (C6H5Na307+-2H20) 0,17%, hidroxido de sodio y/o
acido clorhidrico (para ajustar el pH a aproximadamente 7,5) con una osmolaridad de aproximadamente 300
mOsms/L.

En determinadas realizaciones, una composicién farmacéutica para el uso de la presente invenciéon adecuada para
aplicacion topica en una superficie ocular y que comprende una concentracion terapéuticamente eficaz de proteina
PRG4 suspendida en una disolucion salina equilibrada oftalmicamente aceptable, estd comprendida por sodio (Na+)

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2530 723 T3

de aproximadamente 128 mM, potasio (K+) de aproximadamente 24 mM, cloro (Cl-) de aproximadamente 113 mM,
calcio (Ca2+) de aproximadamente 0,4 mM, magnesio (Mg2+) de aproximadamente 0,3 mM, HCO3- de
aproximadamente 5 mM, citrato de aproximadamente 1 mM, fosfato de aproximadamente 14 mM, acetato de
aproximadamente 15 mM, e hidréxido de sodio y/o acido clorhidrico (para ajustar el pH a aproximadamente 7,5) con
una osmolaridad de aproximadamente 300 mOsms/L.

El presente documento describe ademas un método para tratar deficiencia en la lubricacién ocular, o sintomas
asociados con ésta, en un individuo que lo necesita. El método comprende administrar topicamente en la superficie
ocular del individuo que lo necesita una composicién farmacéutica que comprende una concentracion
terapéuticamente eficaz de una proteina PRG4. En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica que
comprende la proteina PRG4 se administra en combinaciéon con una formulacion oftalmicamente aceptable que
comprende uno o mas agentes oftalmicamente aceptables seleccionados del grupo que consiste en un demulcente
oftalmicamente aceptable, excipiente oftalmicamente aceptable, astringente oftalmicamente aceptable,
vasoconstrictor oftalmicamente aceptable, y emoliente oftalmicamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende la proteina PRG4 para el uso de la presente
invencidon se administra en combinacion con una disolucién oftalmicamente aceptable que comprende una
concentracion terapéuticamente eficaz de hialuronato de sodio o acido hialurénico, o un fosfolipido activo de
superficie, como se ha discutido anteriormente. En determinadas realizaciones mas, la composicién farmacéutica
que comprende la proteina PRG4 se administra en combinacién con una disoluciéon salina tamponada con fosfato o
una disolucién salina equilibrada oftalmicamente aceptable que comprende uno o mas electrolitos, como se ha
discutido anteriormente.

El presente documento describe un método para tratar una deficiencia en la lubricacién ocular, o sintomas asociados
con ésta, debida a pérdida lagrimal o pelicula lagrimal inestable en el bucle ocular por capa limite, tal como
deficiencia de andrégenos, sindrome de Sjogren y queratoconjuntivitis seca (KCS). Dicho método comprende
administrar tdpicamente en la superficie ocular de un paciente que lo necesita la composicién farmacéutica para el
uso de la presente invencion.

En determinadas realizaciones, el presente documento describe ademas un método para abordar y tratar las
afecciones asociadas con una lubricacion ocular no favorable o deficiente. Las afecciones ejemplares incluyen, pero
no estan limitadas a, enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, sindrome de Sjogren, queratoconjuntivitis seca,
deficiencia de andrégenos, enfermedad de la glandula de meibomio, terapia de reemplazo de estrégenos, uso de
lentes de contacto, cirugia refractaria, alergia, tiempo de rotura de la pelicula lagrimal reducido, alergia, trastornos de
la superficie ocular, niveles incrementados de proteasas en la pelicula lagrimal y en la superficie ocular, inflamacion
cronica, hiperosmolaridad, y envejecimiento.

Descripcion breve de los dibujos
La Figura 1 representa bucles de retroalimentacion en la lubricacién por capa limite de la superficie ocular.

La Figura 2 ilustra la expresion de ARNm de PRG4 en células epiteliales corneales humanas. Las células epiteliales
corneales humanas se aislaron de los bordes corneoesclerales de donantes masculinos y femeninos. Las muestras
amplificadas se cribaron para la presencia de productos PRG4 usando un Bioanalizador Agilent 2100. Los carriles
verticales contienen: L. escalera de MW; 1. No control de molde; 2. Tejido corneal de una mujer de 33 afios; 4.
Células epiteliales corneales cultivadas de una mujer de 70 afios; 6. Células epiteliales corneales cultivadas de un
hombre de 53 afos.

La Figura 3 ilustra la expresiéon de ARNm de PRG4 en células epiteliales conjuntivales humanas Las células
epiteliales corneales humanas se aislaron de los bordes corneoesclerales de donantes masculinos y femeninos. Las
muestras amplificadas se cribaron para la presencia de productos PRG4 usando electroforesis en gel de agarosa.
Los carriles verticales contienen: 1. escalera de MW; 2. No control de molde; 4. Conjuntiva de mujer humana; 5.
Conjuntiva de hombre humana.

La Figura 4 ilustra la expresién de ARNm de PRG4 en muestras de tejido de bodes corneoesclerales humanas. L.
Las células epiteliales corneales humanas se aislaron de los bordes corneoesclerales de donantes masculinos y
femeninos. Las muestras amplificadas se cribaron para la presencia de productos PRG4 usando un Bioanalizador
Agilent 2100. Los carriles verticales contienen: Escalera de MW; 1. estandar de ADNc de higado humano; 2. Tejido
de borde corneoescleral de una mujer de 24 afios; 3. Tejido de borde corneoescleral de una mujer de 51 afios; 4.
Células epiteliales conjuntivales humanas.

La Figura 5 ilustra la expresion de ARNm de PRG4 en muestras de citologia de impresién conjuntival humanas. Las
muestras de citologia de impresién conjuntival se aislaron de donantes masculinos y femeninos. Las muestras
amplificadas se cribaron para la presencia de productos PRG4 usando un Bioanalizador Agilent 2100. Los carriles
verticales contienen: L. Escalera de MW; 1-9. Muestras de citologia de impresion conjuntival; 10. Repeticion de
células epiteliales conjuntivales humanas (Carril 4 en la Figura 3).
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La Figura 6 ilustra un esquema del ensayo de friccion. La superficie ocular corneal (605) se fijé al extremo esférico
de un tapén de cilindro de goma semi-rigido no permeable inerte (603) (radio = 6 mm). El tapdn de cilindro (603) se
unio al activador rotacional de la maquina de ensayo mecanica (Bose ELF 3200) formando la superficie articular
inferior. Se perford un anillo (601) (radio exterior= 3,2 mm, radio interior= 1,5 mm) del parpado (604). El anillo (601)
se unio al activador lineal acoplado con una carga axial (N) y células de carga de torsion (1), formando la superficie
articulante superior. Se formé un bafio de lubricante (602) asegurando un tubo inerte alrededor del tapén de cilindro
(603). w es la frecuencia angular.

La Figura 7 ilustra la reduccion de friccion cinética del parpado/cérnea in vitro con la adicion de proteina PRG4
(lubricina).

La Figura 8 ilustra la reduccion de friccion cinética del parpado/cérnea in vitro medida 1 minuto después de la adicion
de proteina PRG4 (lubricina).

La Figura 9 ilustra la reduccion de friccion cinética del parpado/cérnea in vitro medida 5 minutos después de la
adicién de proteina PRG4 (lubricina).

La Figura 10 ilustra la reduccion de friccion cinética del parpado/cérnea in vitro con el tiempo, después de la adicion
de proteina PRG4 (lubricina).

Descripcion detallada de la invenciéon

En determinadas realizaciones de la presente memoria, se proporciona una composicion farmacéutica para tratar
deficiencia en la lubricacion ocular (por ejemplo, deficiencia en la lubricacién ocular por capa limite), o sintomas
asociados con ésta, en un individuo que lo necesita, siendo adecuada la composicién para aplicacion tépica en una
superficie ocular y que comprende una concentracion terapéuticamente eficaz de PRG4 suspendida en una
disolucion salina equilibrada oftalmicamente aceptable. En algunas realizaciones de la presente memoria también se
describen composiciones farmacéuticas que comprenden proteina PRG4 en una formulacién oftalmicamente
aceptable. En realizaciones especificas, la composicién farmacéutica para el uso de la presente invenciéon que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de PRG4 suspendida en una disoluciéon salina equilibrada
oftalmicamente aceptable, también puede estar en combinacién con uno o mas agentes oftalmicamente aceptables
seleccionados del grupo que consiste en un demulcente oftalmicamente aceptable, un excipiente oftalmicamente
aceptable, un astringente oftalmicamente aceptable, un vasoconstrictor oftalmicamente aceptable, y un emoliente
oftalmicamente aceptable.

En algunas realizaciones de la presente memoria, se proporcionan composiciones farmacéuticas para el uso de la
presente invencion para tratar una deficiencia en la lubricacion ocular en la superficie ocular (por ejemplo, una
deficiencia de, tal como disminuida o no deseable, de la lubricaciéon ocular por capa limite). Una composicion
farmacéutica para el uso de determinadas realizaciones de la presente invencion comprende una proteina PRG4
aislada o purificada suspendida en una disolucién salina equilibrada oftalmicamente aceptable en combinacién con
uno o mas agentes oftalmicamente aceptables seleccionados del grupo que consiste en un demulcente, excipiente,
astringente, vasoconstrictor y emoliente oftalmicos. En algunas realizaciones, cualquier composicion farmacéutica
para el uso proporcionado en la presente memoria comprende ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales
seleccionados del grupo que consiste en hialuronato de sodio, fosfolipidos activos de superficie, y electrolitos en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable para administracion tépica.

La presente invencion proporciona, en determinadas realizaciones, una nueva estrategia para gestionar la
lubricacién ocular, incluyendo la reposicion y enriquecimiento terapéuticos de las moléculas lubricantes por capa
limite en la superficie ocular. Debe indicarse que la importancia y el mecanismo de la lubricaciéon ocular por capa
limite no se ha reconocido hasta ahora en la comunidad oftalmica. Durante afos, el consenso cientifico en la
comunidad de investigacion ortopédica fue que la lubricacion hidrodinamica era con mucho el modo dominante de
lubricacion para el cartilago articular, y que la lubricacion por capa limite sélo era una opcion adicional. Ademas, los
investigadores que estudiaban la lubricacién por capa limite en las superficies del cartilago sugieren que la
lubricacion por capa limite probablemente solo es importante bajo "alta carga y baja velocidad", lo que es opuesto a
las condiciones en la superficie ocular, donde existen cargas axiales relativamente bajas y velocidades de
deslizamiento relativamente rapidas. Véase, por ejemplo, (54). Ademas, la lubricacién por capa limite que implica el
glicocalix corneal no se ha considerado hasta ahora. Jay et al. compararon factor lubricante purificado de fluido
sinovial bovino con "glicoproteina mucinosa de saliva submandibular humana y lagrimas estimuladas" y concluyeron
que "la mucina secretada por la glandula lacrimal no lubricaba", pasando por alto la posibilidad de que el epitelio
corneal era una fuente de lubricante o que la lubricaciéon por capa limite era un contribuyente importante en la
superficie ocular. Véase, por ejemplo, (55). Los modelos matematicos mas recientes de dinamica de pelicula
lagrimal también ignoran la posibilidad de la lubricacién por capa limite, reivindicando una "aproximacion a la
lubricacién" para la altura de la pelicula lagrimal de manera que "la capa mucosa en la cérnea puede tomarse para
proporcionar una superficie no deslizante para la pelicula acuosa" y que "debe indicarse que el modelo sdlo predice
la evolucidon antes de que el espesor [de la pelicula lagrimal] alcance un valor criticamente delgado en el que el
modelo falla ". Véase, por ejemplo, (57).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2530 723 T3

Existe una necesidad de gestionar la lubricacion ocular y proteger la cérnea y la conjuntiva frente a las fuerzas de
cizalla significativas generadas de las condiciones no deseables descritas en la presente memoria, incluyendo, como
ejemplo no limitativo, enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, sindrome de Sjogren, queratoconjuntivitis seca,
deficiencia de andrégenos, enfermedad de la glandula meibomiana, terapia de reemplazo de estrogenos, uso de
lentes de contacto, cirugia refractaria, alergia, tiempo de rotura de la pelicula lagrimal reducido, alergia, trastornos de
la superficie ocular, niveles incrementados de proteasas en la pelicula lagrimal en la superficie ocular, inflamacion
cronica, hiperosmolaridad, y envejecimiento.

En algunos casos, la carga de la cérnea y la conjuntiva esta dominada probablemente por fuerzas de cizalla. En
determinados casos, el parpadeo, asi como el uso de lentes de contacto, genera una tension significativa en las
células epiteliales de la superficie ocular, y esto es especialmente cierto en presencia de una pelicula lagrimal
comprometida. Como se muestra en la Figura 1, se sugiere que la tensién de cizalla incrementada da lugar a la
inestabilidad de la pelicula lagrimal, pérdida de lagrima evaporativa, hiperosmolaridad, cambios en la presion de
hinchamiento y una elevacion por retroalimetacion en la tension de cizalla. En algunos casos, también se piensa que
la tension de cizalla incrementada estimula la inflamacion, deficiencia de androgenos, y expresion disminuida de
proteoglicanos. En determinados casos la tension de cizalla incrementada y sus secuelas pueden, con el tiempo, dar
lugar a una pérdida de la lubricacién por capa limite en la superficie ocular.

Una deficiencia en la lubricacién ocular y los sintomas asociados con ésta pueden determinarse por cualquier
método adecuado. En algunos casos, una deficiencia en la lubricacion ocular y los sintomas asociados con ésta se
define bien cualitativamente (por ejemplo, un sentimiento de lubricacion baja, ojo seco, malestar, etc.) o
cuantitativamente (por ejemplo, medido mediante métodos mecanicos, bioquimicos, eléctricos, opticos u otros de
ensayos cuantitativos).

En determinados casos, en afecciones no deseables para la lubricacidon ocular por capa limite, tales como las que
resultan de enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, sindrome de Sjogren, queratoconjuntivitis seca,
deficiencia de andrégenos, enfermedad de la glandula meibomiana, terapia de reemplazo de estrogenos, uso de
lentes de contacto, cirugia refractaria, alergia, tiempo de rotura de la pelicula lagrimal reducido, alergia, trastornos de
la superficie ocular, niveles incrementados de proteasas en la pelicula lagrimal y en la superficie ocular, inflamacion
cronica, hiperosmolaridad, y envejecimiento, existira una pelicula lagrimal comprometida. En algunas de estas
situaciones, la evaporacion incrementada puede descartar la lubricacion eficaz por pelicula de fluido, pero permite la
lubricaciéon por capa limite y un mecanismo molecular protector para reducir la tension de cizalla en la superficie
celular. Determinadas realizaciones de la presente invencion proporcionan que la reposicion y enriquecimiento
terapéuticos de las moléculas lubricantes por capa limite en la superficie ocular interrumpirian el bucle de
retroalimentacion mediante el cual las afecciones desfavorables asociadas con una deficiencia en la lubricacion
ocular estimulan el distrés de la superficie ocular.

En determinados casos, y como se proporciona en la presente memoria, la proteina PRG4 juega un papel critico en
el ojo como un lubricante por capa limite. En algunos casos, esta glicoproteina secretada protege la superficie ocular
para proteger la cornea y la conjuntiva frente a fuerzas de cizalla significativas generadas durante un parpadeo, uso
de lentes de contacto, y cualquier otra lubricacion ocular por capa limite indeseable causada por la inflamacion
cronica e hiperosmolaridad que resultan de la enfermedad de ojo seco, deficiencia de andrégenos, terapia de
reemplazo de estrégenos, pelicula lagrimal comprometida alergia, envejecimiento, enfermedades de la superficie
ocular y niveles incrementados de proteasas en la pelicula lagrimal y en la superficie ocular. Dada la relacién entre la
presién osmotica y las interacciones electromecanicas en las moléculas cargadas, la presente invencion
proporciona, en algunas realizaciones, una composicion farmacéutica para el uso de la invencion para gestionar una
deficiencia en la lubricacion ocular mediante la modulacion de la hiperosmolaridad u osmolaridad en la superficie
ocular mediante la interrupcion de los mecanismos de retroalimentacion que previenen que los componentes
secretados reduzcan los coeficientes de friccion y mitiguen la tension de cizalla.

En ofra realizacion ejemplar, la presente invenciéon presenta un mecanismo de proteccion para la lubricacion ocular
por capa limite, mediante el cual los receptores unidos a la superficie se unen reversiblemente a una o mas
construcciones formadoras de gel o tensioactivas. En algunos casos, las construcciones formadoras de gel o
tensioactivas se despegan durante un evento de cizalla, previniendo de esta manera que la tension de cizalla
alcance (o reduciendo el alcance de la tension de cizalla) la superficie epitelial. En determinadas realizaciones,
después del evento de cizallamiento temporal, las construcciones formadoras de gel y tensioactivas, a las que se
permite volver a su equilibrio inalterado, se vuelven a unir a lo receptores unidos a la superficie. En algunas
realizaciones, la construccion completa puede despegarse durante el cizallamiento. Se podria imaginar, en
determinados casos, que la termodinamica de este equilibrio incrementaria la probabilidad de liberacién del receptor
con amplitud de cizallamiento creciente, pero que una asociacion cualquiera es facilmente reversible.

En una realizacion de la presente invencion, la composicién farmacéutica para el uso de la presente invenciéon que
comprende una proteina PRG4 suspendida en una disolucién equilibrada oftalmicamente aceptable se aplica
tépicamente en la superficie ocular, en la que la proteina PRG4 se asocia o se une a ella. En determinados casos de
esta realizacion, PRG4 actua como el receptor unido a la superficie que se deja interaccionar con proteinas
enddgenas y proteoglicanos en la pelicula lagrimal para establecer un mecanismo protector para reducir la friccion
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durante los parpadeos en la superficie ocular, prevenir la adsorcion de proteinas en la superficie ocular, y reducir las
manchas secas causadas por la inestabilidad de la pelicula lagrimal.

En otra realizacién de la presente invencion, PRG4 se aplica tdpicamente y se asocia o se une a la superficie ocular,
en combinacién con uno o mas de construcciones de acido hialurénico y fosfolipido. En determinados casos de esta
realizacion, PRG4 actia como el receptor unido a la superficie que interacciona con el acido hialurénico y/o
fosfolipidos suministrados exdégenamente para estableces el mecanismo protector para reducir la friccion durante los
parpadeos en la superficie ocular, prevenir la adsorcion de proteinas en la superficie ocular, y reducir las manchas
secas causadas por la inestabilidad de la pelicula lagrimal. En esta realizacion, las construcciones de acido
hialurénico y fosfolipido se disocian del PRG4 durante un evento de cizalla. En otra realizacion mas, la construccion
completa se despega durante el evento de cizallamiento para prevenir que la tension de cizalla alcance el equilibrio.

En otra realizacion mas, fragmentos funcionales, multimeros (por ejemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, etc.),
homadlogos u ortélogos de PRG4 actuan como el receptor de superficie y/o las construcciones formadoras de gel en
el mecanismo de proteccion. Los fragmentos y homdlogos funcionales de PRG4 incluyen aquellos con menos
repeticiones en el dominio de repeticion KEPAPTT central semejante a mucina, formas glicosiladas y no glicosiladas
de la proteina, variantes de corte y empalme, formas recombinantes, y semejantes. Un fragmento lubricante de
PRG4 presenta al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 6 95% del efecto lubricante oftalmico de
PRG4 humana, segun se mide cualitativamente, mecanicamente, dpticamente, eléctricamente, o por un ensayo
bioquimico.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término proteina "PRG4", "proteina PRG4" o "proteoglicano 4" se usa
indistintamente con el término proteina "lubricina". PRG4 también se usa en la presente memoria para englobar el
término factor estimulante de megacariocitos (MSF), que ha sido aceptado por la base de datos de Nomenclatura de
Genes Humanos UCL/HGNC/HUGO vy la proteina de la zona superficial (SZP). La proteina PRG4 o lubricina tal y
como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier proteina lubricina nativa o recombinante, aislada o
purificada, homadlogos, fragmentos funcionales o restos, isoformas, y/o mutantes de ésta. En determinadas
realizaciones, la proteina PRG4 aislada o purificada comprende una secuencia de aminoacidos para una proteina
lubricina humana nativa o recombinante. En tras realizaciones, la proteina PRG4 aislada o purificada comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por los exones del gen prg4 que codifican la proteina PRG4 de longitud
completa o estructuras primarias de isoformas. El gen del proteoglicano 4 (prg4) contiene 12 exones. La proteina
PRG4 usada en la presente memoria comprende una secuencia de aminoacidos codificada por los exones 1-12 del
gen prg4, mas preferiblemente, los exones 6-12, y lo mas preferiblemente, los exones 9-12.

Tal y como se usa en la presente memoria, la proteina PRG4 incluye cualesquiera proteinas PRG4 conocidas
actualmente, o descritas posteriormente. En determinadas realizaciones, una secuencia de aminoacidos preferida de
la proteina PRG4 se proporciona en SEQ ID NO:1. La proteina PRG4 comparte la estructura primaria de
aminoacidos de cualesquiera proteinas PRG4 o isoformas conocidas con al menos 60% de homologia,
preferiblemente 75% de homologia, mas preferiblemente 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologia.
En determinadas realizaciones, una proteina PRG4 preferida tiene una masa molar promedio de entre 50 kDa y 400
kDa, que comprende una o mas partes bioldgicas activas de la proteina PRG4, o fragmentos funcionales, tales como
un fragmento lubricante, o un homoélogo de ésta.

Tal y como se usa en la presente memoria, la proteina PRG4 comprende una parte bioldgica activa de la proteina.
Tal y como se usa en la presente memoria, una "parte biolégicamente activa" de la proteina PRG4 incluye un
fragmento funcional de una proteina que comprende secuencias de aminoacidos suficientemente homadlogas con, o
derivadas de, la secuencia de aminoacidos de la proteina, que incluye menos aminoacidos que la proteina de
longitud completa, y presenta al menos una actividad de la proteina de longitud completa. Tipicamente, una parte
biolégicamente activa comprende un dominio o resto funcional con al menos una actividad de la proteina. Una parte
bioldgicamente activa de una proteina puede ser un polipéptido que tiene una longitud, por ejemplo, de 10, 25, 50,
100, 200, o mas aminoacidos. En una realizacion, una parte biolégicamente activa de la proteina PRG4 puede
usarse como un agente terapéutico solo o en combinacidon con otros agentes terapéuticos para tratar lubricacion
ocular por capa limite indeseable o disminuida.

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de varias proteinas PRG4 o lubricina nativas y recombinantes, y la
caracterizacion de las proteinas PRG4 y varias isoformas se describen, por ejemplo, en las Patentes U.S. Nos.
5.326.558; 6.433.142; 7.030.223; 7.361.738 de Turner et al., y las Patentes U.S. Nos. 6.743.774 y 6.960.562 de Jay
et al. La Publicacién U.S. No. 20070191268 de Flannery et al. también describe moléculas de PGR4 o lubricina
recombinantes Utiles en la presente invencion.

Los métodos para el aislamiento, purificacion, y expresion recombinante de una proteina PRG4 son muy conocidos
en la técnica. En determinadas realizaciones, el método empieza con la clonacién y aislamiento de ARNm y ADNc
que codifica proteinas PRG4 o isoformas usando técnicas estandar de biologia molecular, tales como PCR o RT-
PCR. El ADNc aislado que codifica la proteina PRG4 o isoforma se clona en un vector de expresion, y se transforma
y expresa ademas en una célula huésped para producir proteina PRG4 recombinante.
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Tal y como se usa en la presente memoria, "recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o manipulado
de otra manera in vitro (por ejemplo, "polinucleétido recombinante”), a métodos para usar polinucleétidos
recombinantes para producir productos génicos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido ("proteina
recombinante") codificado por un polinucleétido recombinante. "Recombinante” también engloba la ligacién de
acidos nucleicos que tienen varias regiones codificadoras o dominios o secuencias promotoras de diferentes fuentes
en un casete de expresion o vector para la expresion, por ejemplo, inducible o constitutiva, de una proteina de fusion
que comprende un dominio activo del gen PRG4 y una secuencia de acido nucleico amplificada usando un cebador
de la invencion.

En determinadas realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina PRG4 puede contener una o mas
mutaciones, deleciones, o inserciones, En dichas realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina PRG4 es al
menos 60% homodlogo, preferiblemente 75% homologo, mas preferiblemente 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
o0 mas homologo, a un acido nucleico que codifica la proteina PRG4 de tipo salvaje.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "ADNCc" incluye ADN que es complementario a moléculas de
ARNm presentes en el ARNm de una célula u organismo que puede convertirse en ADNc con una enzima tal como
la transcriptasa inversa. En determinadas realizaciones, el ADNc que codifica la proteina PRG4 se aisla de ARNm
de PRG4 expresado en las células epiteliales corneales o conjuntivales humanas usando un método RT-PCR muy
conocido en la técnica.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "polinucleétido", "acido nucleico/nucleétido”, y
"oligonucledtido” se usan indistintamente, e incluyen formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, bien
desoxirribonucleodtido o ribonucleétidos, o analogos de éstos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura
tridimensional, y pueden realizar cualquier funciéon, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no
limitativos de polinucledtidos: un gen o fragmento génico, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de
transferencia, ARN ribosomal, ribozimas, ADN, ADNc, ADN gendmico, polinucleétidos recombinantes,
polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier
secuencia, sondas de acido nucleico, y cebadores. Los polinucledtidos pueden ser naturales, sintéticos,
recombinantes o cualquier combinacion de éstos.

Un polinucledtido puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de
nucledtidos. Si estan presentes, las modificaciones en la estructura de nucleétidos pueden impartirse antes o
después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede estar interrumpida por componentes
distintos de nucleétidos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacion, tal como
por conjugacién con un componente de marcaje. El término también incluye moléculas tanto bi como
monocatenarias. A no ser que se especifique o requiera otra cosa, cualquier realizacion de esta invencion que es un
polinucledtido engloba tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas monocatenarias
complementarias conocidas o predichas para preparar la forma bicatenaria.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia de polinucleétido” es la representacion alfabética
de una molécula de polinucleétido. Un polinucleétido esta compuesto por una secuencia especifica de cuatro bases
de nucledtido: adenina (A); citosina (C); guanina (G); timina (T); y uracilo (U) en lugar de timina cuando el
polinucledtido es ARN, en lugar de ADN. Esta representacion alfabética puede introducirse en bases de datos en un
ordenador y usarse para aplicaciones bioinformaticas tales como, por ejemplo, genémica funcional y busqueda de
homologia.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "polinucleétido/ADN aislado" incluye moléculas de
polinucleétido que estan separadas de otras moléculas de polinucleétido que estan presentes en la fuente natural
del polinucleodtido. Por ejemplo, respecto al ADN gendmico, el término "aislado" incluye moléculas de polinucleétido
que estan separadas del cromosoma con el que el ADN gendmico esta asociado naturalmente. Preferiblemente, un
polinucleétido "aislado" carece de secuencias que flanquean naturalmente el polinucleétido (es decir, secuencias
localizadas en los extremos 5'y 3' del polinucledtido de interés) en el ADN gendmico del organismo del que deriva el
polinucledtido. Por ejemplo, en varias realizaciones, la molécula de polinucleétido aislada que codifica la proteina
PRG4 usada en la invencion puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 6 0,1 kb
de secuencias de nucleétidos que flanquean naturalmente la molécula de polinucleétido en el ADN gendémico de la
célula del que deriva el polinucleétido. Ademas, una molécula de polinucleétido "aislada", tal como una molécula de
ADNCc, puede carecer sustancialmente de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce por técnicas
recombinantes, o carecer sustancialmente de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "gen" incluye un polinucleétido que contiene al menos un marco de
lectura abierto que es capaz de codificar un polipéptido o proteina particular después de ser transcrito y traducido.
Cualquiera de las secuencias de polinucleétido descritas en la presente memoria también puede usarse para
identificar secuencias de fragmentos mayores o codificadoras de longitud completa del gen con el que estan
asociados. Los métodos para aislar secuencias de fragmentos mayores son conocidos por los expertos en la
técnica. Tal y como se usa en la presente memoria, una molécula de polinucleétido "nativa o natural" incluye, por
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ejemplo, una molécula de ARN o ADN que tiene una secuencia de nucledtidos que ocurre en la naturaleza (por
ejemplo, codifica una proteina natural).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "polipéptido" o "proteina" es intercambiable, e incluye un
compuesto de dos o mas subunidades de aminoacidos, analogos de aminodacidos, o peptidomiméticos. Las
subunidades pueden estar unidas por enlaces peptidicos. En otra realizacion, la subunidad puede estar unida por
otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "aminoacido”
incluye aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, incluyendo glicina y tanto los isémeros opticos Do L, y
analogos de aminoacidos y peptidomiméticos. Un péptido de tres o mas aminoacidos se refiere cominmente como
un oligopéptido, Las cadenas peptidicas de mas de tres o0 mas aminoacidos se refieren como un polipéptido o
proteina.

En determinadas realizaciones, la proteina PRG4 usada en la presente memoria se refiere a proteinas PRG4 o
varios homologos o isoformas de éstas, que se expresan naturalmente o recombinantemente en seres humanos u
otras células huésped. Tal y como se usa en la presente memoria, "expresa" o "expresion" incluye el proceso por el
que los polinucledtidos se transcriben en ARN y/o se traducen en polipéptidos. Si el polinucleétido deriva de ADN
gendmico, la expresion puede incluir el corte y empalme del ARN, si se selecciona un huésped eucariota apropiado.
Los elementos reguladores requeridos para la expresion incluyen secuencias promotoras para unir la ARN
polimerasa y secuencias de inicio de la transcripcion para unién a ribosoma. Por ejemplo, un vector de expresion
bacteriano incluye un promotor tal como el promotor lac y para el inicio de la transcripcion la secuencia Shine-
Dalgamo y el codén de inicio AUG. De manera similar, un vector de expresion eucariota incluye un promotor
heterélogo u homologo para la ARN polimerasa Il, una sefial de poliadenilacion aguas abajo, el codon de inicio AUG,
y un codoén de terminacién para la separacion del ribosoma. Dichos vectores pueden obtenerse comercialmente o
ensamblarse por las secuencias descritas en métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, los métodos
descritos mas adelante para la construccion de vectores en general. Tal y como se usa en la presente memoria, el
término "vector" incluye una molécula de acido nucleico auto-replicable que transfiere un polinucleétido insertado en
y/o entre células huésped. Se pretende que el término incluya vectores que funcionan principalmente para la
replicacion de una molécula de acido nucleico en una célula, vectores de replicacion que funcionan principalmente
para la replicacion de acido nucleico y vectores de expresion que funcionan para la transcripcion y/o traduccion del
ADN o ARN. También se pretenden vectores que proporcionan mas de una de las funciones anteriores.

Tal y como se usa en la presente memoria, una "célula huésped" se pretende que incluya cualquier célula individual
o cultivo celular que puede ser, o ha sido, receptora para vectores o para la incorporacion de polinucledtidos y/o
polipéptidos exdgenos. También se pretende incluir la progenie de una Unica célula. La progenie puede no ser
necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN gendmico o total) a la célula
parental original debido a mutacion natural, accidental, o deliberada. Las células pueden ser procariotas o
eucariotas, e incluyen pero no estan limitadas a células bacterianas, células de levadura, células de insecto, células
animales, y células de mamifero, incluyendo pero no limitado a células murinas, de rata, de simio o humanas. Tal y
como se usa en la presente memoria, una "célula huésped" también incluye células genéticamente modificadas. El
término "células genéticamente modificadas” incluye células que contienen y/o expresan un gen o secuencia de
polinucledtido extrafio o exdgeno que a su vez modifica el genotipo o fenotipo de la célula o su progenie.
"Genéticamente modificada" también incluye una célula que contiene o expresa un gen o secuencia de
polinucledtido que se ha introducido en la célula. Por ejemplo, en esta realizacién, a una célula genéticamente
modificada se le ha introducido un gen, siendo este gen también endégeno para la célula. El término "genéticamente
modificado" también incluye cualquier adicion, delecion, o interrupcion de los nucledtidos enddgenos de una célula.
Tal y como se usa en la presente memoria, una "célula huésped" puede ser cualquier célula que expresa una
proteina PRG4 humana.

Tal y como se usa en la presente memoria, "homologos" se definen en la presente memoria como dos acidos
nucleicos o péptidos que tienen secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos, respectivamente, similares, o
sustancialmente idénticas. El término "homdlogo" engloba ademas moléculas de acido nucleico que se diferencian
de una de las secuencias de nucledtidos debido a la degeneracion del codigo genético y codifican asi las mismas
secuencias de aminodacidos. En una de las realizaciones preferidas, los homdlogos incluyen variantes alélicas,
ortélogos, paralogos, agonistas, y antagonistas de los acidos nucleicos que codifican la proteina PRG4 (por ejemplo,
SEQ ID NO:1).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "ortdlogos" se refiere a dos acidos nucleicos de diferentes
especies, pero que han evolucionado a partir de un gen ancestral comun por especiacion. Normalmente, los
ortélogos codifican péptidos que tienen la misma funcién o funciones similares. En particular, los ortlogos de la
invencion presentaran generalmente al menos 80-85%, mas preferiblemente 85-90% 6 90-95%, y lo mas
preferiblemente 95%, 96%, 97%, 98%, o incluso 99% de identidad, 6 100% de identidad de secuencia, con toda o
parte de la secuencia de aminoacidos de cualesquiera proteinas PRG4 conocidas (por ejemplo, SEQ ID NO:1),
isoformas, o analogos de éstas, y presentara una funcion similar a estos péptidos. También tal y como se usa en la
presente memoria, el término "paralogos” se refiere a dos acidos nucleicos que estan relacionados por duplicacion
en un genoma. Los paralogos habitualmente tienen diferentes funciones, pero estas unciones pueden estar
relacionadas.
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Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de dos secuencias de aminoacidos, las secuencias se
alinean para propdsitos de comparacion optima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la secuencia de un
polipéptido para el alineamiento 6ptimo con el otro polipéptido o acido nucleico). Se comparan entonces los residuos
de aminoacidos en posiciones de aminoacidos correspondientes. Cuando una posicién en una secuencia esta
ocupada por el mismo residuo de aminoacido que la posicién correspondiente en la otra secuencia, entonces las
moléculas son idénticas en esa posicién. El mismo tipo de comparacién puede hacerse entre dos secuencias de
acidos nucleicos. El porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, porcentaje de identidad de secuencia = numero de
posiciones idénticas/nimero total de posiciones x 100). Preferiblemente, los homologos de aminoacidos aislados
incluidos en la presente invencion son al menos aproximadamente 50-60%, preferiblemente al menos
aproximadamente 60-70%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 6
90-95%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99%, o mas idénticos a una
secuencia de aminoacidos completa de cualquier proteina PRG4 conocida (por ejemplo, SEQ ID NO:1).

En determinadas realizaciones, un homélogo de acido nucleico aislado que codifica la proteina PRG4 comprende
una secuencia de nucledtidos que es al menos aproximadamente 40-60%, preferiblemente al menos
aproximadamente 60-70%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 6
90-95%, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas idéntica a
una secuencia de nucledtidos que codifica secuencias de aminoacidos de dicha proteina PRG4 (por ejemplo, SEQ
ID NO:1).

La determinacion del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de acido nucleico o péptido es muy
conocida en la técnica. Por ejemplo, puede usarse el paquete de software Vector NT1 6.0 (PC) (InforMax, Bethesda,
MD) para determinar el porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de acido nucleico o péptido. En
este método, se usa una penalizacion por apertura de hueco de 15 y una penalizacion por extension de hueco de
6,66 para determinar el porcentaje de identidad de dos acidos nucleicos. Se usa una penalizaciéon por apertura de
hueco de 10 y una penalizaciéon por extension de hueco de 0,1 para determinar el porcentaje de identidad de dos
polipéptidos. Todos los demas parametros se ajustan a los ajustes por defecto. Para propdsitos de un alineamiento
multiple (algoritmo Clustal W), la penalizacion por apertura de hueco es 10, y la penalizacion por extension de hueco
es 0,05 con la matriz blosum62. Debe entenderse que para los propdsitos de determinar la identidad de secuencia
cuando se compara una secuencia de ADN con una secuencia de ARN, un nucleétido de timidina es equivalente a
un nucledtido de uracilo.

Ademas, la proteina PRG4 usada en la presente memoria incluye proteina PRG4 codificada por un polinucleétido
que hibrida con el polinucleétido que codifica la proteina PRG4 en condiciones astringentes. Tal y como se usa en la
presente memoria, "hibridacion" incluye una reaccion en la que uno o mas polinucleétidos reaccionan para formar un
complejo que se estabiliza mediante enlaces de hidrogeno entre las bases de los residuos de nucleétidos. El enlace
de hidrégeno puede ocurrir por emparejamiento de bases de Watson-Crick, enlace de Hoogstein, o de cualquier otra
manera especifica de secuencia. El complejo puede comprender dos cadenas que forman una estructura de duplex,
tres o mas cadenas que forman un complejo multi-cadena, una Unica cadena que auto-hibrida, o cualquier
combinacion de éstas. Una reaccién de hibridacion puede constituir una etapa en un proceso mas extenso, tal como
el inicio de una reaccion de PCR, o la escisidon enzimatica de un polinucleétido por una ribozima.

Las reacciones de hibridacion pueden realizarse en diferentes condiciones astringentes. La presente invencion
incluye polinucledtidos capaces de hibridar en condiciones de astringencia reducida, mas preferiblemente
condiciones astringentes, y lo mas preferiblemente condiciones altamente astringentes, con polinucleétidos que
codifican la proteina PRG4 descrita en la presente memoria. Tal y como se usa en la presente memoria, el término
"condiciones astringentes" se refiere a la hibridacion toda la noche a 60°C en disolucion 10x de Denhart, 6xSSC,

0,5% SDS, y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado. Las transferencias se lavan
secuencialmente a 62°C durante 30 minutos cada vez en 3xSSC/0,1% SDS, seguido de 1xSSC/0,1% SDS, y
finalmente 0,1xSSC/0,1% SDS. También tal y como se usa en la presente memoria, en determinadas reallzacmnes
la expresion "condiciones astringentes" se refiere a la hibridacién en disolucion 6xSSC a 65°C. En otras
realizaciones, "condiciones altamente astringentes" se refiere a la hibridacion toda la noche a 65°C en disolucion 10x
de Denhart, 6xSSC, 0,5% SDS y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado. Las transferencias se
lavan secuencialmente a 65°C durante 30 minutos cada vez en 3xSSC/0,1% SDS, seguido de 1xSSC/0,1% SDS, y
finalmente 0,1xSSC/0,1% SDS. Los métodos para las hibridaciones de acido nucleicos son muy conocidos en la
técnica. De acuerdo con esto, las proteinas PRG4 codificadas por acidos nucleicos usadas en la presente memoria
incluyen acido nucleico que tiene al menos 60% de homologia, preferiblemente 75% de homologia, mas
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, lo mas preferiblemente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de homologia
con una secuencia de polinucledtido que codifica una proteina PRG4 humana (por ejemplo, SEQ ID NO:1) o una
isoforma u homdlogo especifico de ésta.

Ademas, las proteinas PRG4 usadas en la presente memoria también pueden ser proteinas quiméricas o proteinas
de fusion. Tal y como se usa en la presente memoria, una "proteina quimérica" o "proteina de fusiéon" comprende un
primer polipéptido unido de manera operativa a un segundo polipéptido. Las proteinas quiméricas pueden
comprender opcionalmente un tercer, cuarto o quinto u otro polipéptido unido de manera operativa a un primer o
segundo polipéptido. Las proteinas quiméricas pueden comprender dos 0 mas polipéptidos diferentes. Las proteinas
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quiméricas pueden comprender multiples copias del mismo polipéptido. Las proteinas quiméricas también pueden
comprender una o mas mutaciones en uno o mas de los polipéptidos. Los métodos para preparar proteinas
quiméricas son muy conocidos en la técnica. En determinadas realizaciones de la presente invencion, la proteina
quimérica es una quimera de proteina PRG4 con otras isoformas de la proteina PRG4.

Tal y como se usa en la presente memoria, una proteina, polinucleétido o molécula "aislada" o "purificada" significa
retirada del entorno en el que aparece naturalmente, o que carece sustancialmente de material celular, tal como
otras proteinas contaminantes de la fuente de célula o tejido del que deriva la proteina, polinucleétido o molécula, o
que carece sustancialmente de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se sintetiza
quimicamente. El lenguaje "que carece sustancialmente de material celular" incluye preparaciones separadas de
componentes celulares de las células de las que se aisla o produce recombinantemente o sintetiza. En
determinadas realizaciones, el lenguaje "que carece sustancialmente de material celular" incluye preparaciones de
una proteina PRG4 que tienen menos de aproximadamente 30% (en peso seco) de otras proteinas (también
referidas en la presente memoria como "proteina contaminante"), mas preferiblemente menos de aproximadamente
20%, todavia mas preferiblemente menos de aproximadamente 10%, y lo mas preferiblemente menos de
aproximadamente 5% de otras proteinas. Cuando la proteina o polinucleétido se produce recombinantemente,
preferiblemente también carece sustancialmente de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos
de aproximadamente 20%, mas preferiblemente menos de aproximadamente 10%, y lo mas preferiblemente menos
de aproximadamente 5% del volumen de la preparacion de la proteina de interés.

En determinadas realizaciones, una composicién farmacéutica para el uso de la presente invencién es adecuada
para la administracién topica en una superficie ocular de un individuo que necesita una concentracion
farmacéuticamente eficaz de la proteina PRG4 suspendida en una disoluciéon salina equilibrada oftalmicamente
aceptable, y en combinacion con uno o mas agentes oftdlmicamente aceptables. Los agentes oftalmicamente
aceptables pueden seleccionarse del grupo que consiste en un demulcente, excipiente, astringente, vasoconstrictor
y emoliente oftalmicamente aceptables. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "concentracion o
cantidad eficaz" o "concentracion o cantidad terapéuticamente eficaz" se pretende que signifique una concentracion
o cantidad no toxica pero suficiente de una proteina PRG4 u otros agentes terapéuticos para proporcionar los
efectos terapéuticos deseados. La concentracion o cantidad que es eficaz variara entre sujetos, dependiendo de la
edad y condicion general del individuo, los agentes particulares, y semejantes. Asi, no siempre es posible especificar
una concentracion o cantidad eficaz exacta. Sin embargo, una concentraciéon o cantidad eficaz apropiada en
cualquier caso individual puede ser determinada por un experto en la técnica usando experimentacion rutinaria.
Ademas, la concentracion o cantidad eficaz exacta de una proteina PRG4 y otro agente terapéutico incorporado en
una composicion o forma de dosificacion de la presente invencién no es critica, siempre que la concentracion esté
en un intervalo suficiente para permitir la aplicacion facil de la disolucién o formulaciéon de manera que se administre
una cantidad de la proteina PRG4 y otros agentes activos que esté en un intervalo terapéuticamente eficaz.

En determinadas realizaciones, la concentracién farmacéuticamente eficaz de proteina PRG4 esta en un intervalo de
10-10.000 pg/mL, preferiblemente 50-500 ug/mL. Tal y como se usa en la presente memoria, los agentes
oftalmicamente aceptables que comprenden los demulcentes, excipientes, astringentes, vasoconstrictores y
emolientes oftalmicamente aceptables estan definidos completamente en el Code of Federal Regulations
21CFR349.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "administracion topica" se usa en su sentido convencional
para significar la administracién de la composicion que comprende la proteina PRG4 y uno o mas agentes
oftalmicamente aceptables en el ojo. En general, la administracion tépica se consigue mediante una formulacion
liquida para gotas oculares o lavado y proporciona un efecto local.

En determinadas realizaciones, cualquier composiciéon farmacéutica descrita en la presente memoria comprende o
los agentes oftalmicamente aceptables mencionados anteriormente se combinan o pueden combinarse con uno o
mas de carboximetilcelulosa de sodio (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 2,5% p/v), hidroxietil
celulosa (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 2,5% p/v), hipromelosa (por ejemplo,
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 2,5% p/v), metilcelulosa (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 2,5% pl/v), dextrano 70 (por ejemplo, aproximadamente 0,1% p/v), gelatina (por ejemplo,
aproximadamente 0,01% p/v), glicerina (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1% p/v), polietilen
glicol 300 (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1% p/v), polietilen glicol 400 (por ejemplo,
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1% p/v), polisorbato 80 (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 1% p/v), propilen glicol (por ejemplo, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1% p/v), polivinil
alcohol (por ejemplo, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 4% p/v), povidona (por ejemplo, aproximadamente
0,1 a aproximadamente 2% p/v) sulfato de cinc (por ejemplo, aproximadamente 0,25% p/v), lanolina anhidra (por
ejemplo, aproximadamente 1 a aproximadamente 10% p/v), lanolina (por ejemplo, aproximadamente 1 a
aproximadamente 10% p/v), aceite mineral ligero (por ejemplo, < aproximadamente 50% p/v), aceite mineral (por
ejemplo, < aproximadamente 50% p/v), parafina (por ejemplo, < aproximadamente 5% p/v), petrolato (por ejemplo, <
aproximadamente 100% p/v), pomada blanca (por ejemplo, < aproximadamente 100% p/v), petrolato blanco (por
ejemplo, < aproximadamente 100% p/v), cera blanca (por ejemplo, < aproximadamente 5% p/v), cera amarilla (por
ejemplo, < aproximadamente 5% p/v), hidrocloruro de efedrina (por ejemplo, aproximadamente 0,123% p/v),
hidrocloruro de nafazolina (por ejemplo, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,03% p/v), hidrocloruro de
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fenilefrina (por ejemplo, aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,2% p/v), e hidrocloruro de tetrahidrozolina (por
ejemplo, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,05% p/v). En determinados casos, las cantidades en
porcentaje utilizadas en la presente memoria son cantidades en porcentaje en peso.

En realizaciones adicionales, la composicién farmacéutica para el uso de la presente invencién que comprende una
proteina PRG4 en combinacion con uno o mas agentes oftalmicamente aceptables discutidos anteriormente
comprende ademas una concentracion terapéuticamente eficaz de acido hialurénico o hialuronato de sodio en el
intervalo de 10-100.000 pg/mL, preferiblemente 500-5.000 ug/mL. Ademas, la composicion farmacéutica para el uso
de la presente invencién comprende ademas uno o mas fosfolipidos activos de superficie en el intervalo de 10-
10.000 pg/mL, dichos fosfolipidos activos de superficie incluyen, pero no estan limitados a, L-o-
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y esfingomielina (Sp), u otros lipidos
neutros y polares.

La composicion farmacéutica para el uso de la presente invencién puede comprender ademas uno o mas
transportadores o vehiculos farmacéuticamente aceptables que comprenden cualesquiera materiales aceptables, y/o
uno cualquiera o mas aditivos conocidos en la técnica. Tal y como se usa en la presente memoria, el término
"transportadores" o "vehiculo" se refiere a materiales transportadores adecuados para la administracién topica del
farmaco. Los transportadores y vehiculos Utiles en la presente memoria incluyen cualesquiera de dichos materiales
conocidos en la técnica, que no son toxicos y no interaccionan con los demas componentes de la composicion de
una manera perjudicial. Pueden incluirse en la composicion varios aditivos conocidos para los expertos en la técnica.
Por ejemplo, disolventes, incluyendo cantidades relativamente pequefias de alcohol, pueden usarse para solubilizar
determinadas sustancias farmacos. Otros aditivos opcionales incluyen opacificantes, antioxidantes, fragancia,
colorante, agentes de gelificacion, agentes espesantes, estabilizadores, tensioactivos, y semejantes. También
pueden afadirse otros agentes, tales como agentes antimicrobianos, para prevenir el deterioro durante al
almacenamiento, es decir, para inhibir el crecimiento de microbios tales como levaduras y hongos. Los agentes
antimicrobianos adecuados se seleccionan tipicamente del grupo que consiste en los ésteres de metilo y propilo de
acido p-hidroxibenzoico (es decir, metil y propil parabeno), benzoato de sodio, acido sorbico, imidurea, y
combinaciones de éstos. Los potenciadores de la permeacioén y/o aditivos que mitigan la irritacion también pueden
incluirse en la composicién farmacéutica de la presente invencion.

En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica para el uso de la presente invencién se prepara en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una disolucién salina tamponada con fosfato o una disolucién salina
equilibrada osmoéticamente de electrolitos lagrimales, incluyendo uno o mas de cloruro de sodio en
aproximadamente 44% a aproximadamente 54% de fraccion molar, cloruro de potasio en aproximadamente 8% a
aproximadamente 14% de fraccion molar, bicarbonato de sodio en aproximadamente 8% a aproximadamente 18%
de fraccién molar, bicarbonato de potasio en aproximadamente 0% a aproximadamente 4% de fraccion molar,
cloruro de calcio en aproximadamente 0% a aproximadamente 4% de fraccion molar, cloruro de magnesio en
aproximadamente 0% a aproximadamente 4% de fraccidon molar, citrato de trisodio en aproximadamente 0% a
aproximadamente 4% de fraccion molar, y acido clorhidrico en aproximadamente 0% a aproximadamente 20% de
fraccion molar o hidréxido de sodio en aproximadamente 0% a aproximadamente 20% de fraccion molar. En
determinadas realizaciones, el vehiculo farmacéutico puede formularse para generar una disoluciéon acuosa de
electrolitos en el intervalo de aproximadamente 150-200 mM. Otras formulaciones adecuadas, tales como pomadas,
cremas, geles, pastas, y semejantes, adecuadas para la administracion tépica, también se contemplan en la
presente invencion. En determinadas realizaciones, los electrolitos proporcionan un equilibrio osmoético apropiado
cuando se combinan con PRG4 para preparar una disolucién oftalmicamente aceptable.

El presente documento describe ademas un método para tratar lubricacién ocular por capa limite disminuida o
indeseada, sintomas asociados con ésta, o una afecciéon que esta asociada con o causa una deficiencia en la
lubricacién ocular, en un individuo que la necesita, que comprende administrar tépicamente en la superficie ocular
del individuo que lo necesita una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
proteina PRG4. El método puede comprender administrar tépicamente una composicion farmacéutica que
comprende la cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina PRG4 que esta suspendida en una disolucién salina
tamponada con fosfato o una disolucion salina equilibrada oftalmicamente aceptable que comprende uno o mas
electrolitos. En otro aspecto mas, el método comprende administrar tdpicamente una composicién farmacéutica que
comprende la proteina PRG4 formulada en una formulacién oftalmicamente aceptable que comprende uno o mas
agentes oftalmicamente aceptables adicionales como se ha discutido anteriormente.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "tratar o tratamiento" se refiere a la reduccion de la gravedad
y/o frecuencia de sintomas, eliminacion de sintomas y/o causa subyacente, prevencién de la aparicion de sintomas
y/o su causa subyacente; y mejora o remedio del dafio. El término "tratar o tratamiento" también engloba tanto la
prevenciéon de un trastorno en un individuo predispuesto como el tratamiento del trastorno en un individuo
clinicamente sintomatico.

En determinadas realizaciones, la lubricacion ocular por capa limite disminuida esta causada por la pérdida lagrimal
evaporativa incrementada o pelicula lagrimal inestable en el bucle ocular de capa limite. Dicha lubricaciéon ocular por
capa limite disminuida o indeseada esta asociada con enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, sindrome de
Sjogren, queratoconjuntivitis seca (KCS), deficiencia de andrégenos, enfermedad de la glandula meibomiana, terapia
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de reemplazo de estrogenos, uso de lentes de contacto, cirugia refractaria, alergia, tiempo de rotura de la pelicula
lagrimal reducido, pelicula lagrimal comprometida, trastornos de la superficie ocular, niveles incrementados de
proteasas en la pelicula lagrimal y en la superficie ocular, inflamacién crénica, hiperosmolaridad, y envejecimiento.
Como se ha discutido anteriormente, la tension de cizalla incrementada da lugar a inestabilidad de la pelicula
lagrimal, pérdida lagrimal evaporativa, hiperosmolaridad, cambios en la presion de hinchazén y una elevacion por
retroalimentacion de la tension de cizalla. La tension de cizalla incrementada también estimula la inflamacion,
deficiencia de andrégenos y expresion disminuida de proteoglicanos. Con el tiempo, la tension de cizalla
incrementada y sus secuelas dan lugar a una pérdida de la lubricacién por capa limite en la superficie ocular. De
acuerdo con esto, el presente documento describe un método para reducir la tensién de cizalla mediante la
reposicion y enriquecimiento de la expresion de proteoglicanos, tales como proteina PRG4 en la superficie ocular, de
manera que se previene o incrementa la lubricacién ocular por capa limite.

También debe entenderse que lo anterior se refiere a realizaciones preferidas de la presente invencién y que pueden
hacerse numerosos cambios a ésta sin apartarse del alcance de la invencioén. La invencion se ilustra adicionalmente
por los ejemplos siguientes, que no deben considerarse de ninguna manera como limitaciones impositivas en el
alcance de ésta.

Ejemplos
Ejemplo 1
Expresion del ARNm de PRG4 en células epiteliales corneales y conjuntivales humanas

Se aislaron células epiteliales corneales humanas de los bordes corneoesclerales de donantes masculinos y
femeninos. Las células se procesaron bien directamente (n= 8), o primero se cultivaron en medio sin suero de
queratinocitos sin rojo fenol (n= 2). Las conjuntivas bulbares (n= 2), muestras de citologia de impresion conjuntival
(n=9), células epiteliales conjuntivales humanas inmortalizadas después de cultivo (n= 1), glandulas lagrimales de
raton NOD (n= 5 ratones adultos/sexo, 10 glandulas/muestra), y glandulas meibomianas de ratén BALB/c (n= 7
ratones adultos/sexo, glandulas de 28 parpados/muestra) durante procedimientos quirirgicos. Estas muestras se
procesaron para el analisis de ARNm de PRG4 usando principalmente RT-PCR (n= 18 humano, todos ratén) y
Affymetrix GeneChips (n=4 cérneas humanas). Los cebadores de PRG4 para PCR abarcaron mas de 1 kpb de
secuencias intron, con el fin de suprimir la amplificacion de ADN cromosomico contaminante (Tabla 1). Las muestras
amplificadas se cribaron para la presencia de productos de PRG4 usando electroforesis en gel de agarosa y un
Bioanalizador Agilent 2100. Para confirmar la identidad de amplicones, se secuenciaron los productos de PCR de las
muestras de cornea (n= 2), células epiteliales conjuntivales (n= 1) y un estandar de higado humano (n= 1) con un
Analizador Genético 3100 en el Massachusetts Eye and Ear Infirmary DNA Sequencing Center for Vision Research
(Boston, MA) y los datos resultantes se analizaron con busquedas BLAST de las bases de datos GenBank.

Tabla 1. Cebadores oligonucleotidicos disefiados para el analisis por RT-PCR del ARNm de PRG4

Especie Orientacién Secuencia de nucledtidos (5'-3") Exones
Amplicén

Tamafio (pb
Humano Con sentido GATGCAGGGTACCCCAAA (SEQ ID NO:2) 9-12
526

Antisentido CAGACTTTGGATAAGGTCTGCC (SEQ ID NO:3)

Se demostré6 que el ARNm de PRG4 esta presente en todas las muestras de células epiteliales corneales y
conjuntivales humanas y de citologia de impresion. La identidad de los productos de PCR de PRG4 se confirmé por
el andlisis de la secuencia del ADN (Tabla 2). Los resultados muestran que PRG4 se transcribe en las células
epiteliales corneales y conjuntivales humanas.

Tabla 2. Identificacion de secuencias de amplicon de muestras humanas de cérnea, conjuntivales e higado
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Estandar de Higado

Humano
A
PRG4

PRG4

PRG4

B
PRG4

Cérnea Humana (mujer de 24 afios de edad)

A
PRG4

PRG4

PRG4

B
PRG4

Cérnea Humana (mujer de 51 afios de edad)

A
PRG4

PRG4

PRG4

B
PRG4

Células Epiteliales Conjuntivales Humanas

A
PRG4

PRG4

Secuenciacion

Direccién

Directo

Inverso

Directo

Inverso

Directo

Inverso

Directo

Inverso

Directo

Inverso

Directo

Inverso

Directo

Inverso
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Pares de Bases

Pares de Bases

Alineados Totales
A PRG4 Humano de Amplicén
495 500
488 491
496 499
498 500
497 499
490 492
500 504
498 501
498 499
474 489
496 498
490 491
496 499
490 492

15

Busqueda
BLASTn

Identidad

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano
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Secuenciacion Pares de Bases Pares de Bases Busqueda
Alineados Totales BLASTn
Direccién A PRG4 Humano de Amplicén Identidad
B Directo 495 499 Humano
PRG4
B Inverso 474 491 Humano
PRG4

Se secuenciaron dos muestras diferentes (A y B) de cada preparacion en direcciones directa e inversa. Las
muestras de cérnea humana eran células epiteliales de los bordes corneoesclerales de donantes femeninas. El
numero de registro del gen para PRG4 humano es NM_005807.

Ejemplo 2
Reduccion de la friccion in vitro con la adicién de PRG4 (lubricina)

A continuacion se describe un ensayo de friccion in vitro con interfases clinicamente relevantes, tales como una
interfase superficie ocular-parpado y superficie ocular-lente de contacto. Actualmente no existen métodos
clinicamente relevantes capaces de evaluar cuantitativamente la capacidad lubricante de lagrimas artificiales. Los
ensayos de friccién con superficies sintéticas (por ejemplo, latex y vidrio) o superficies "nativas" no oculares (por
ejemplo, segmentos de la vena del cordon umbilical) pueden facilitar algunas, pero probablemente no todas, las
interacciones moleculares que ocurren durante la articulaciéon/parpadeo. De hecho, la relevancia de los datos
obtenidos con interfases no tisulares no esta clara.

Se ha mostrado que una configuracion de ensayo con anillo en disco rotacional es ideal para estudiar la lubricacion
por capa limite en una interfase articular cartilago-cartilago. Un modo de lubricacién por capa limite se indica porque
la friccion cinética no se altera con factores que influyen en la formacién de una pelicula de fluido, incluyendo la
velocidad de deslizamiento y la carga axial. Esto es porque se esta produciendo el contacto superficie a superficie, y
las moléculas unidas a la superficie contribuyen a la lubricacion (disminuyendo la friccion y deterioro). Se ha
descubierto que la lubricacion por capa limite es un mecanismo critico y operativo en la superficie ocular, como lo es
en la superficie del cartilago articular. Por lo tanto, el ensayo de friccion in vitro desarrollado previamente y
caracterizado para estudiar la lubricacién por capa limite en una interfase articular cartilago-cartilago se modificé
para el estudio de las interfases superficie ocular-parpado y superficie ocular-lente de contacto.

Para determinar las condiciones de ensayo en las que la lubricacién por capa limite es dominante en las interfases
superficie ocular-parpado y superficie ocular-lente de contacto, se examiné la dependencia de las propiedades
friccionales en la carga axial y la velocidad de deslizamiento. Se obtuvieron superficies oculares humanas normales
frescas (corneas reseccionadas con ~ 3 mm de esclera) del Lions Eye Bank de Alberta. Las cérneas reseccionadas
se almacenaron en Optisol-GS a 4°C y se usaron en 2 semanas. Los parpados (edad 60-80 afios de edad) se
obtuvieron de la University of Calgary Body Donation Program en 1-3 dias después de la muerte y se usaron
inmediatamente o se almacenaron a -20°C en disolucion salina como maximo durante 2 semanas hasta el uso. Los
lubricantes comparativos consistieron en Lens Plus Sterile Saline Solution (Advanced Medical Optics) como un
control negativo; Systane® Lubricant Eye Drops (Alcon Laboratories), Refresh Tears Lubricant Eye Drops (Allergan),
Aquify® Long Lasting Comfort Drops (CIBA Vision) y Blink® Tears Lubricant Eye Drops (Advanced Medical Optics)
como lubricantes de ensayo.

El esquema del ensayo de friccion se muestra en la Figura 6. La superficie ocular corneal (605) se fijé al extremo
esférico de un tapén de cilindro de goma semi-rigido no permeable inerte (603) (radio r= 6 mm) aplicando super
pegamento a la esclera. Este tapon de cilindro (603) se unié al activador rotacional de la maquina de ensayo
mecanico (BoseELF 3200) formando asi la superficie articular inferior. Se perforé un anillo (601) (radio exterior= 3,2
mm, radio interior= 1,5 mm) del parpado (604) y se unié al activador lineal acoplado con una carga axial (N) y célula
de carga de torsién (1), formando asi la superficie articulante superior. Se formé un bafio de lubricante 602
asegurando un tubo inerte alrededor del tapén de cilindro (603).

Las muestras se ensayaron en primer lugar en disolucién salina, después en uno de los tres (3) lubricantes de
ensayo. El bafio de lubricante se rellen6 con ~ 0,3 ml, y se dej6 que las superficies articulantes se equilibraran con el
lubricante. Las superficies de las muestras se pusieron lentamente (0,05 mm/s) en contacto y se comprimieron hasta
que el tapon esférico se apland y la superficie del parpado anular completa estuvo en contacto con Ia cérnea (605)
La tension normal resultante (calculada de la carga axial como, en unidades de MPa, como N/(Tr[r €xterior - I Inte,.c,r])
puede variarse usando tapones de goma con diferentes grados de rigidez para mimetizar las tensiones fisiolégicas ~
5 kPa. La secuencia del ensayo se inicié6 preacondicionando la muestra por rotaciéon de +4 revoluciones (rev) y
reajuste con -4 revoluciones a una velocidad de deslizamiento lineal eficaz fisiol6gicamente relevante, veff= 30 mm/s
(en la que veff= wReff, w es la frecuencia angular, y Reff= 2,4 mm es el radio eficaz calculado integrando la
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distribucion de la tensién de cizalla sobre el area de contacto anular). Las muestras se ensayaron rotando +4
revoluciones, seguido inmediatamente de -4 revoluciones de reajuste a veff= 30, 10, 1, 0,3 y entonces 30 mm/s, con
un tiempo de permanencia de 12 segundos entre cada revolucion. La secuencia de ensayo se repitié en la direccion
de rotacién opuesta.

Para evaluar las propiedades de lubricacién de la superficie ocular, dos coeficientes de friccion (u) de la forma p=
1/(RetN)) donde es torque, Res es radio eficaz, y N es carga axial, descrito anteriormente. Un coeficiente de friccion
estatica, que refleja la resistencia al inicio del movimiento, pestatica S€ calculd como el valor del pico de p, justo
después (en ~ 10° del comienzo de la rotacién. Un coeficiente de friccion cinética promedio, que refleja la
resistencia a movimiento en estado estacionario, <pinstica> s€ calculd a partir de pu promedio durante la tercera y
cuarta revolucion de ensayo completa. Tanto Jestatica COMO <Hcinetica™ S€ promediaron para las revoluciones + y - en
cada ensayo para tener en cuenta los efectos direccionales potenciales en las medidas de 1. Los datos se
recogieron a una frecuencia de 20 Hz.

Los resultados de lubricina (PRG4) afadida a la superficie corneal a una concentracion en el intervalo de 100- 300
pg/mL se muestran en la Figura 7. La lubricina tuvo un efecto de disminucion de la friccion en la interfase del
parpado, tanto en términos de friccion cinética como estatica, a todas las velocidades. A una concentracién 1/10 de
la de acido hialurénico fisioldgico, la lubricina fue similar a Blink® Tears Lubricant Eye Drops, que contiene acido
hialurénico. En combinacion, los dos lubricantes son mejores que cada uno de ellos solo.

La Figura 8 demuestra la reduccion de la friccion cinética cérnea/parpado in vitro medida durante el primer minuto
después de la adicién de lubricina, comparado con las gotas oculares Aquify®. Los lubricantes se lavaron
concienzudamente de la superficie ocular usando disolucion salina entre los ensayos. Fue evidente un efecto
sinérgico (Ucinetica reducido mas que cada uno de ellos solo) cuando Aquify® (con acido hialurénico) se combind con
lubricina. La repeticion de disolucién salina fue menor que el control de disolucion salina original. Esto mostré una
retencion del efecto de la lubricina incluso después de lavar con disolucion salina, sugiriendo que las moléculas se
estaban uniendo a la superficie ocular, y que la lubricina demostré un tiempo de retencién superior comparado con
hialuronato de sodio solo.

La Figura 9 demuestra la reduccion de la friccion cinética cornea/parpado in vifro medida durante el 5° minuto
después de la adicién de lubricina, comparado con las gotas oculares Aquify®. Fue evidente un efecto sinérgico
(Mcinetica reducido mas que cada uno de ellos solo) cuando Aquify® (con acido hialurénico) se combind con lubricina.
El coeficiente de friccion de Aquify® habia vuelto a equivalencia estadistica con disoluciéon salina después de 5
minutos, mientras la lubricina permanecié mas baja, al igual que la combinacion de lubricina y acido hialurénico.

La Figura 10 muestra la reduccién del coeficiente de friccion cinética con el tiempo, después de la adicion de
lubricina. De nuevo, la reduccion continua sugirié unién a la superficie ocular.

Ejemplo 3
Tratamiento de lubricacion ocular por capa limite deficiente in vivo

Un paciente que se quejaba de irritacion de la superficie ocular se examina para lubricacion ocular o afecciones
asociadas con una deficiencia en la lubricacién ocular midiendo los sintomas mayores de 2 respuestas positivas en
el cuestionario McMonnies, mayores de una puntuacién de 5 en el indice de Enfermedad de Superficie Ocular
(OSDI), o a través de la evidencia de algunos sintomas en la Escala Analdgica Visual, en combinacién con signos
objetivos incluyendo uno o mas de tiempo de rotura de la pelicula lagrimal reducido (menos de = 10 segundos),
osmolaridad del menisco lagrimal lateral inferior mayor de 308 mOsms/L, valor de tira de Schirmer bajo (menos de =
10 mm), tincién corneal o conjuntival con fluoresceina de sodio (puntuaciones > 0 con macropunteados multiples),
restos significativos resultantes de la citologia de impresion, disfunciéon de la glandula meibomiana determinada por
cualquier medio, una disminucién en la velocidad de desplazamiento post-parpadeo de una lente de contacto, un
cambio en la funcién de transferencia espacio-temporal de una lente de contacto después de la aplicaciéon de una
serie de impulsos de presion, una disminucion en la velocidad de relajacion de la pelicula lagrimal interferométrica
post-parpadeo, un incremento en la concentracion de citoquinas proinflamatorias, una concentracién reducida de
lactoferrina o lisozima, o un incremento en la velocidad de decoherencia de la funciéon de dispersién de punto post-
parpadeo.

El paciente se administra 1 a 2 gotas en la superficie de cada ojo de una disolucién que contiene 200 ug/mL de
proteina PRG4 suspendida en una disolucién salina equilibrada oftalmicamente aceptable. Se instruye al paciente
que cierre sus ojos durante 10 segundos.

Las visitas de seguimiento pueden monitorizar una reduccion en la osmolaridad lagrimal lateral inferior, tiempo de
rotura de la pelicula lagrimal incrementado, o los demas signos mencionados anteriormente. En particular, si la
osmolaridad de la pelicula lagrimal se reduce desde un valor anormal (quiza 330 mOsms/L) a un valor mas normal
(quizd 304 mOsms/L), la modulaciéon y la reposicion terapéutica de la lubricacién de la superficie ocular se
consideraria exitosa.
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID NO: 1

MAWKTLPIYLLLLLSVFVIQQVSSQDLSSCAGRCGEGYSRDATCNCDYNCQHY
MECCPDFKRVCTAELSCKGRCFESFERGRECDCDAQCKKYDKCCPDYESFCAE
VHNPTSPPSSKKAPPPSGASQTIKSTTKRSPKPPNKKKTKKVIESEEITEEHSVSE
NQESSSSSSSSSSSSTIRKIKSSKNSAANRELQKKLEVKDNEKNRTKKKPTPKPP
VVDEAGSGLDNGDFKVTTPDTSTTQHNKVSTSPRITTAKPINPRPSLPPNSDTSK
ETSLTVNKETTVETKETTTTNKQTSTDGKEKTTSAKETQSIEKTSAKDLAPTSK
VLAKPTPRKAETTTKGPALTTPRKEPTPTTPKEPASTTPKEPTPTTIKSAPTTPKEPA
PTTTKSAPTTPKEPAPTTTKEPAPTTPKEPAPTTTKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPT
TPKKPAPTTPKEPAPTTPKEPTPTTPKEPAPTTREPAPTTPKEPAPTAPKKPAPTT
PKEPAPTTPKEPAPTTTKEPSPTTPKEPAPTTTKSAPTTTKEPAPTTTKSAPTTPK
EPSPTTTKEPAPTTPKEPAPTTPKKPAPTTPKEPAPTTPKEPAPTTTKKPAPTTPK
EPAPTTPKETAPTTPKKLTPTTPEKLAPTTPEKPAPTTPEELAPTTPEEPTPTTPEE
PAPTTPKAAAPNTPKEPAPTTPKEPAPTTPKEPAPTTPRKETAPTTPKGTAPTTLK
EPAPTTPKKPAPKELAPTTTKEPTSTTCDKPAPTTPKGTAPTTPKEPAPTTPKEP
APTTPKGTAPTTLKEPAPTTPKKPAPKELAPTTTKGPTSTTSDKPAPTTPKETAP
TTPKEPAPTTPRKPAPTTPETPPPTTSEVSTPTTTKEPTTIHKSPDESTPELSAEPT
PKALENSPKEPGVPTTKTPAATKPEMTTTAKDKTTERDLRTTPETTTAAPKMT
KETATTTEKTTESKITATTTQVTSTTTOQDTTPFKITTLKTTTLAPKVTTTKKTITT
TEIMNKPEETAKPEDRATNSKATTPKPQKPTKAPKKPTSTKKPKTMPRVRKPK
TTPTPRKMTSTMPELNPTSRIAEAMLOQTTTRPNQTPNSKLVEVNPKSEDAGGAE
GETPHMLLRPHVFMPEVTPDMDYLPRVPNQGIINPMLSDETNICNGKPVDGLT
TLRNGTLVAFRGHYFWMLSPFSPPSPARRITEVWGIPSPIDTVFTRCNCEGKTFF
FKDSQYWRFTNDIKDAGYPKPIFKGFGGLTGQIVAALSTAKY KNWPESVYFFK
RGGSIQQYIYKQEPVQKCPGRRPALNYPVYGETTQVRRRRFERAIGPSQTHTIRI
QYSPARLAYQDKGVLHNEVKVSILWRGLPNVVTSAISLPNIRKPDGYDYYAFS
KDQYYNIDVPSRTARAITTRSGQTLSKVWYNCP

SEC ID NO: 2: GATGCAGGGTACCCCAAA (humana, con sentido)

SECID NO: 3: CAGACTTTGGATAAGGTCTGCC (humana, antisentido)
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, una
afeccion que esta asociada con o causa enfermedad de ojo seco acuoso o evaporativo, o sintomas asociados con
ésta en un individuo, siendo la composicién adecuada para aplicacion tdpica en una superficie ocular, y que
comprende una concentraciéon terapéuticamente eficaz de PRG4 suspendida en una disolucién salina equilibrada
oftalmicamente aceptable.

2. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1, que comprende uno o mas agentes
oftalmicamente aceptables seleccionados del grupo que consiste en un demulcente oftalmicamente aceptable, un
excipiente oftalmicamente aceptable, un astringente oftalmicamente aceptable, un vasoconstrictor oftalmicamente
aceptable, un electrolito oftalmicamente aceptable, un hialuronato de sodio o acido hialurénico oftalmicamente
aceptable, un fosfolipido activo de superficie oftalmicamente aceptable, y un emoliente oftalmicamente aceptable.

3. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacién 1 6 2, en la que la composicion farmacéutica
comprende el PRG4 en la concentracion terapéuticamente eficaz de 10-10.000 ug/mL.

4. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que la composicion farmacéutica
comprende el PRG4 en la concentracion terapéuticamente eficaz de 50-500 ug/mL.

5. La composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas
una concentracion terapéuticamente eficaz de hialuronato de sodio o acido hialurénico.

6. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, en la que la composicion farmacéutica
comprende hialuronato de sodio o acido hialurénico en la concentracion terapéuticamente eficaz de
10-100.000 pg/mL.

7. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, en la que la composicion farmacéutica
comprende hialuronato de sodio o acido hialurénico en la concentracion terapéuticamente eficaz de
500-5.000 ug/mL.

8. La composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas
una concentracion terapéuticamente eficaz de fosfolipido activo de superficie seleccionado del grupo que consiste
en L-a-dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina.

9. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, en la que la composicion farmacéutica
comprende el fosfolipido activo de superficie en la concentracion terapéuticamente eficaz de 10-10.000 pg/mL.

10. La composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la disolucion
salina equilibrada oftalmicamente aceptable comprende al menos tres electrolitos diferentes seleccionados del grupo
que consiste en fosfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, bicarbonato de sodio, bicarbonato de potasio,
cloruro de calcio, cloruro de magnesio, acetato de sodio, citrato de sodio, acido clorhidrico, e hidréxido de sodio.

11. La composicién farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el PRG4 es
una proteina PRG4 purificada natural o recombinante que comprende un fragmento lubricante, multimero o un
homologo de ésta, tiene una masa molar promedio entre 50 kDa y 400 kDa.

12. La composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que la composicién
farmacéutica comprende la PRG4 en la concentracion terapéuticamente eficaz de 100-300 pg/mL.
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Figura 3
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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