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DESCRIPCION

Composiciones farmacéuticas que contienen un antagonista de la integrina alfa 4 para el tratamiento de afecciones
inflamatorias oculares

AMBITO DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica, tal como una composicion oftalmica de aplicacion
tépica, que contiene un antagonista de la integrina a4 para el tratamiento de afecciones inflamatorias oculares, incluida
la enfermedad del ojo seco. La presente revelacion también se refiere a un método para tratar afecciones inflamatorias
oculares, incluida la enfermedad del ojo seco, en humanos y otros mamiferos mediante la administracién de una
composicion farmacéutica, tal como una composicion oftdlmica de aplicacion tépica, que contiene un antagonista de
la integrina a4.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad del ojo seco (EOS) es uno de los trastornos oculares mas comunes y molestos. Se ha definido como
una enfermedad multifactorial de la superficie ocular mas prevalente en mujeres y ancianos. La EOS esta relacionada
con sintomas de incomodidad, alteracion visual, inestabilidad de la pelicula lagrimal e inflamacion de la superficie
ocular, que pueden dafiar los tejidos de la superficie ocular (Investigacion in Dry Eye DEWS Report 2007). El medio
proinflamatorio se caracteriza por un aumento de los niveles de citocinas y quimiocinas en la pelicula lagrimal, en la
cérneay en la conjuntiva, y por una mayor infiltracion de células T autorreactivas en el epitelio conjuntival y, a veces,
en la glandula lagrimal (Pflugfelder y otros, 1999; de Paiva y otros, 2009a; Massingale y otros, 2009); segun la revisién
de Sterny colegas (Stern y otros, 2010; Stern y otros, 2013).

La alteracion de la composicion de la pelicula lagrimal (mucinas, lipidos, proteinas) y la disminucién de su volumen
producen anomalias en la pelicula lagrimal que contribuyen al ciclo de la enfermedad.

La exposicion de ratones a un ambiente controlado de estrés desecante (DS) da como resultado una patologia de la
superficie ocular que recuerda en muchos aspectos a la EOS de pacientes humanos (Dursun y otros, 2002; de Paiva
y otros, 2006b; Niederkorn y otros, 2006; de Paiva y otros, 2009a). Hasta la fecha, este es el modelo animal mejor
caracterizado para estudiar la EOS.

Las integrinas son glucoproteinas heterodiméricas constituidas por una subunidad a y una subunidad B. Expresadas
en la superficie celular de los leucocitos, las integrinas juegan un papel en su incorporacion a los sitios de inflamacion.
La asociacion de una subunidad a y una subunidad 8 concretas determina la especificidad de la integrina por el ligando.
La subunidad de la integrina a4 (CD49d) es un componente del antigeno muy tardio-4, VLA-4 (integrina a431; CD49d/
CD29) y 0437 (CD49d/CD103). En el caso de la integrina a4B1, los ligandos correspondientes son, como molécula de
adhesioén de la superfamilia de inmunoglobulinas, la molécula 1 de adhesién de células vasculares (VCAM-1) sobre
las células endoteliales vasculares y la glucoproteina fibronectina de la matriz extracelular, que son responsables de
la orientacién, el trafico, la diferenciacion, el cebado, la activacion, la proliferacion y la supervivencia de las células que
expresan la integrina a4f1. La integrina o431 se expresa en los linfocitos, monocitos, macréfagos, en las células NK
y en los eosindfilos. La integrina a4fB7 y su ligando correspondiente, MAAJCAM (Mucosal Addressin Cell Adhesion
Molecule-1 [molécula de adhesidn celular adresina vascular mucosal 1]), regulan el trafico de los leucocitos hacia el
intestino, pero no se puede descartar su participacion en la EOS.

Se ha demostrado que el natalizumab, un anticuerpo dirigido contra la subunidad integrina a4, inhibe profundamente
la inflamacion y mejora los resultados clinicos, tanto en la esclerosis multiple (Cross y Naismith, 2014) como en la
enfermedad de Crohn (Cohen y otros, 2014), que también son patologias mediadas por células T. Se ha demostrado
que el lifitegrast, un antagonista de molécula pequefa dirigido contra una molécula de adhesion diferente (LFA-1,
integrina aLB2), reduce la tincién corneal y mejora los sintomas cuando se administra por via topica a pacientes de
0jo seco (Sheppard y otros, 2014). Asimismo se ha demostrado que un antagonista especifico de molécula pequefa
de la integrina a4p1, BIO-8809, reduce la tincidén corneal con fluoresceina, los infiltrados de células T conjuntivales y
la expresion de TNFa en la cérnea y en la conjuntiva de un modelo murino de ojo seco (Ecoiffier y otros, 2008). Ademas
Krauss y otros (2015) han referido la efectividad de una dosis de 30 mg/ml de GW559090 administrada por via topica
a los ojos de un modelo murino de estrés desecante (simulando EOS). Andonian (2015) investigé la farmacocinética
ocular y sistémica de dicha dosis en ratones, conejos y perros. Contreras-Ruiz y otros (2015) informaron de su efecto
positivo en el ojo seco relacionado con el sindrome de Sjégren en un modelo murino.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones. Cualquier contenido que queda fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona exclusivamente con fines informativos. Todas las indicaciones de la descripcién sobre
métodos de tratamiento se refieren a los compuestos, a las composiciones farmacéuticas y a los medicamentos de la
presente invencién para su uso en un método de tratamiento terapéutico del cuerpo humano o animal.

Segun un aspecto, la presente revelacion se refiere a un método para tratar una afeccién inflamatoria ocular en un
mamifero que lo necesite, el cual consiste en administrar ocularmente al mamifero una cantidad terapéuticamente
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efectiva de un compuesto de la formula |

5 o de una sal, éster, anhidrido, hidrato, solvato, polimorfo, isomero 6ptico, racemato, diastereoisémero o enantiomero
del mismo farmacéuticamente aceptables (designados colectivamente como agente terapéutico A). En ciertas formas
de ejecucion el agente terapéutico A se aplica por via tépica. La administracion topica puede ser a la cérnea, al saco
conjuntival y/o al parpado. En algunas otras formas de ejecucion el agente terapéutico A se aplica localmente, p.ej.
por via subconjuntival, intracameral, intravitrea, sub-Tenon, subretinal, subcoroidal o supracoroidal.

10
En otro aspecto, la presente revelacion se refiere a un compuesto de la férmula |

15 0 a una sal, éster, anhidrido, hidrato, solvato, polimorfo, isomero 6ptico, racemato, diastereoisémero o enantiomero
del mismo farmacéuticamente aceptables (designados colectivamente como agente terapéutico A) para emplear en
el tratamiento de una afeccion inflamatoria ocular. En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico A se prepara
en un vehiculo de tipo oftdlmico farmacéuticamente aceptable.

20 La presente solicitud se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un compuesto de la formula |

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar una afeccion ocular inflamatoria por administracion tépica
25 al ojo de un humano, de modo que una dosis individual del compuesto de la férmula | o de una sal farmacéuticamente
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aceptable del mismo estd comprendida en el intervalo de 0,01 mg hasta 5 mg para cada ojo afectado. En ciertas
formas de ejecucion la composicién farmacéutica lleva ademas uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
En ciertas formas de ejecucién la composicion farmacéutica se aplica a la superficie del ojo, al saco conjuntival y/o al
parpado. En algunas otras formas de ejecucion la composicion farmacéutica se aplica por via subconjuntival.

En otra forma de ejecucion, la composicién farmacéutica para usar segun la presente invencion se formula en forma
de gotas, gel, ungliento, espray o nebulizador para los ojos. Segln otro aspecto, se formula en forma de una solucion
oftalmica. Segun una forma de ejecucién especifica, esta solucién contiene 30 mg/ml del compuesto de la férmula | o
de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otro aspecto la presente revelacion se refiere a una composicién farmacéutica que lleva el agente terapéutico A y
uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, de manera que la compaosicion es Util para tratar una afeccién
inflamatoria ocular cuando se aplica en forma de formulacion oftalmica topica.

En otro aspecto mas, la presente revelacion se refiere a un método para tratar una afeccion inflamatoria ocular en un
mamifero (que puede ser un humano) que lo necesite, evitando o disminuyendo la migracion de células presentadoras
de antigeno a los ganglios linfaticos. Este método consiste en administrar a dicho mamifero (que puede ser un humano)
una cantidad terapéuticamente efectiva del agente terapéutico A.

En otro aspecto, la presente revelacion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un compuesto de la
formula |

o0 una sal, éster, anhidrido, hidrato, solvato, polimorfo, isémero 6ptico, racemato, diastereoisémero o enantiémero del
mismo farmacéuticamente aceptables y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En otra forma mas de ejecucion la composicion farmacéutica para usar segun la presente invencion contiene ademas
ciclosporina A.

En otra forma mas de ejecucién la composicién farmacéutica para usar segun la presente invencién contiene ademas
un esteroide elegido del grupo integrado por dexametasona base y fosfato, difluprednato, fluocinolona, fluorometolona
base y acetato, loteprednol, prednisolona acetato y fosfato, rimexolona y aceténido de triamcinolona.

En otra forma mas de ejecucion la composicion farmacéutica para usar segun la presente invencion contiene ademas
un farmaco antiinflamatorio no esteroideo seleccionado del grupo integrado por bromfenaco, diclofenaco, flurbiprofeno,
ketorolaco y nepafenaco.

En otro aspecto mas, la presente revelacion se refiere a un método para el tratamiento de una afeccion inflamatoria
ocular, tal como la EOS, en un mamifero (que puede ser un humano) que lo necesite, el cual consiste en administrar
a dicho mamifero/humano una cantidad terapéuticamente efectiva de: a) una composicion farmacéutica que incluya
el agente terapéutico A; (b) un antagonista de la integrina LFA-1, tal como el lifitegrast; y (c) uno 0 mas excipientes
farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto mas, la presente revelacion se refiere al uso de un compuesto de la formula |
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o de una sal, éster, anhidrido, hidrato, solvato, polimorfo, isémero 6ptico, racemato, diastereoisémero o enantiomero
del mismo farmacéuticamente aceptables en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de una afeccion
inflamatoria ocular.

En ciertas formas de ejecucion de la presente invencion la afeccién inflamatoria ocular es la enfermedad del ojo seco.
En otras formas de ejecucién de cada uno de los aspectos, la afeccién inflamatoria ocular es uveitis no infecciosa
(anterior, intermedia, posterior, panuveitis), conjuntivitis no infecciosa, iritis o0 escleritis.

En ciertas formas de ejecucion de cualquiera de los aspectos indicados anteriormente, el agente terapéutico A es el
compuesto (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico
A es la sal potasica del compuesto ().

El especialista en la materia comprendera que cualquiera de los anteriores métodos de tratamiento y/o usos se puede
llevar a cabo mediante la administracion topica u otro tipo de administracion ocular de una composicion farmacéutica
que contenga el agente terapéutico A. Tal como se usa aqui, la expresién “administracion tépica” incluye la aplicacion
a la superficie del ojo en forma de gotas, espray, nebulizador, gel, crema o pomada para los ojos; la aplicacion al saco
conjuntival; la aplicacion a través de un inserto; la aplicacion mediante un dispositivo liberador de farmacos disefiado
para administrar medicamentos oftalmicos, y similares. Tal como se usa aqui, la expresién “otro tipo de administracién
ocular” comprende la aplicacién por via subconjuntival, intracameral, intravitrea, sub-Tenon, subretinal, subcoroidal o
supracoroidal de una formulacion, un inserto o dispositivo farmacéuticamente aceptables, disefiados para administrar
medicamentos oftalmicos, y similares.

Basandose en los datos presentados aqui, es de esperar que el bloqueo de los receptores de la integrina a4 cuide y
mejore otras afecciones inflamatorias e inmunolégicas oculares en cuya patogénesis estan involucrados los leucocitos,
como es el caso de todas las formas de uveitis (anterior, intermedia, posterior, panuveitis), conjuntivitis, iritis o escleritis
(difusa, nodular, necrotizante), ademas de la EOS.

El compuesto de la formula |, que también se conoce como acido (S)-3-(4-((4-carbamoilpiperidin-1-carbonil)oxi)fenil)-
2-((S)-4-metil-2-(2-(o-toliloxi)acetamido)pentanamido) propanoico; o acido (2S)-3-[4-({[4-(aminocarbonil)-1-piperidinil]-
carbonil}oxi)fenil]-2-[((2S)-4-metil-2-{[2-(2-metilfenoxi)acetil]amino}pentanoil)amino] propanoico; o GW559090, es un
potente antagonista de la integrina a4 que previamente se habia investigado clinicamente en pacientes asméaticos por
via inhalatoria oral (Ravensberg y otros, 2006).

Sin estar vinculado a ninguna teoria mecanicista de accién, el efecto del compuesto de la férmula | parece ser tanto
antiinflamatorio como modificador de la enfermedad. Al administrarlo localmente al ojo, el compuesto de la formula |
mejoré la funcién de barrera epitelial de la cérnea, disminuyé los marcadores inflamatorios en la cérnea y la conjuntiva,
redujo la incorporacion y la orientacion de los linfocitos T hacia la conjuntiva y sorprendentemente bloque6 la migracion
de células presentadoras de antigeno hacia los ganglios linfaticos drenantes y su activacion en ellos, segin un modelo
murino de EOS. El compuesto de la formula | fue ineficaz cuando se administrd por via sistémica, lo cual es inesperado
si se tiene en cuenta el papel bien conocido de las integrinas en el trafico de leucocitos. Si el bloqueo del trafico de
leucocitos era el Unico o al menos el principal mecanismo de accidon de un antagonista de la integrina a4 tal como el
compuesto de férmula I, se podia deducir que la exposicidn sistémica al farmaco deberia ser mas importante que la
exposicion al farmaco en la superficie ocular. El trafico de leucocitos es inhibido por un antagonista de la integrina a4
unido a los leucocitos circulantes antes de que transmigren por la pared endotelial vascular en los sitios de inflamacién,
mediante la interaccién con las moléculas de adhesion celular VCAM-1 y MAdCAM. El hecho de que la via topica de
administracion del compuesto de la férmula |, pero no la ruta sistémica, fuera efectiva para tratar los sintomas de EOS
en este modelo animal sugiere un efecto mas local que sistémico del antagonismo de la integrina a4. Este efecto local
parece ser especifico del antagonista de la integrina a4, el compuesto de la formula |, y diferenciado del tratamiento
tépico con esteroides (fosfato de dexametasona), porque el fosfato de dexametasona topico mejoré la tincion corneal
relacionada con la EOS, pero no la migracion de células presentadoras de antigeno a los ganglios linfaticos drenantes.
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Un especialista en la materia puede apreciar por estas consideraciones que el efecto terapéutico del antagonismo de
la integrina a4 se produce por un mecanismo unico. Un aspecto importante y modificador de la enfermedad de este
mecanismo Unico es la interrupcién del ciclo inmune, presente en la EOS, al nivel de los ganglios linfaticos drenantes,
un mecanismo no compartido con otros farmacos, como los esteroides topicos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 (estado técnico anterior): demuestra que el tratamiento topico con el compuesto de la formula | evita, en funcion
de la dosis, la alteracion de la barrera corneal inducida por DS.

Media geométrica e intervalos de confianza del 95% de la valoracién de la intensidad de absorcién de OGD tras 5 dias
de estrés desecante (DS). NS = no estresado, sin tratar; DS5 = estrés desecante durante 5 dias, sin tratamiento topico;
todos los demas grupos son DS5 con tratamiento topico; Dex = fosfato de dexametasona al 0,1%; BSS = solucion
salina equilibrada (Leiter's Pharmacy, San José, CA), vehiculo para la dexametasona; V GW = solucién salina
tamponada con fosfato, pH 7 (vehiculo para GW559090); GW_1 mg/ml = GW559090 (1 mg/ml); GW_3 mg/ml =
GW559090 (3 mg/ml); GW_10 mg/ml = GW559090 (10 mg/m); GW_30 mg/ml = GW559090 (30mg/ml). N = 26-30.

*p < 0,05; **p < 0,01 en comparacion con el control (DS5 vs. NS; Dex vs. vehiculo de Dex; GW vs. vehiculo de GW;
ANOVA de efectos mixtos de los datos de log10(OGD)).

FIG. 2 (estado técnico anterior): demuestra que el compuesto de la formula | actda principalmente de manera local,
no sistémica, mejorando la alteracién de la barrera corneal inducida por DS.

Media geométrica e intervalos de confianza del 95% de la valoracion de la intensidad de absorcién de OGD tras 5 dias
de estrés desecante (DS). NS = no estresado, sin tratar; DS5 = estrés desecante durante 5 dias, sin tratamiento; todos
los demas grupos son DS5 con tratamiento; Dex = fosfato de dexametasona al 0,1%; V Dex = solucién salina
equilibrada (Leiter's Pharmacy, San José, CA), vehiculo para la dexametasona; GW tdpico = GW559090 tépico (30
mg/ml; 60 ug por o0jo); GW = GW SC = GW559090 subcutaneo (30 mg/ml; 120 pg); V GW = solucién salina tamponada
con fosfato, pH 7 (vehiculo para GW559090). N = 26-30.

*p < 0,05; **p < 0,01 en comparacién con el control (DS5 vs. NS; GW vs. vehiculo de GW; ANOVA de efectos mixtos
de los datos de logi0(OGD)).

FIG. 3A y FIG. 3B (estado técnico anterior): demuestran que el tratamiento tépico con el compuesto de la férmula |
disminuye los marcadores inflamatorios.

FIG. 3A. Nivel relativo de expresién + DE IL-1a, MMP-9, CXCL-9, genes TGF-b1 en la cérnea

FIG. 3B. Nivel relativo de expresién + DE del gen TGF-b1 en la conjuntiva

La linea indica el control no estresado, no tratado.

V GW = solucién salina tamponada con fosfato, pH 7 (vehiculo); GW_30 mg/ml = GW559090 (30 mg/ml). N = 7-8.

*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001; ****p < 0,0001 (prueba T de datos independientes)

FIG. 4 (estado técnico anterior): demuestra que el tratamiento tépico con el compuesto de la férmula | disminuye las
células dendriticas CD11c+ y CD11c+/MHC I+ en los ganglios linfaticos cervicales (GLC) drenantes.

El porcentaje de células separadas (FACS), aisladas de los GLC drenantes que se habian recogido de cada ratén, se
tifleron para detectar CD11c, CD11 y MHC Il. NS = no estresado, sin tratar; DS1 = estrés desecante durante 1 dia sin
tratamiento; todos los demas grupos son DS1 con tratamiento; Dex = fosfato de dexametasona al 0,1%; V GW =
solucion salina tamponada con fosfato, pH 7 (vehiculo para dexametasona y GW559090); GW t6pico = GW559090
tépico bilateral (30 mg/ml; 60 pg por ojo); GW SC = GW559090 SC BID (30 mg/ml; 120 pg). N = 16. *p < 0,05; en
comparacion con el control (DS1 vs. NS; GW vs. vehiculo de GW; ANOVA bidireccional con tratamiento fijo y efectos
experimentales aleatorios, seguido por el procedimiento de comparacién mdultiple de Dunnett).

FIG. 5: demuestra que el tratamiento topico con el compuesto de la férmula | disminuye la infiltracién de células T
conjuntivales.

Medias de densidad celular por grupo e intervalos de confianza del 95% después de 5 dias de estrés desecante (DS).
NS = no estresado, sin tratar; DS5 = estrés desecante durante 5 dias sin tratamiento; todos los demas grupos son
DS5 con tratamiento; GW topico = GW559090 topico (30 mg/ml; 60 pg por ojo); V GW = solucion salina tamponada
con fosfato, pH 7 (vehiculo para GW559090). N = 5.

*p < 0,05; ***p < 0,001 en comparacién con el control DS5 (procedimiento de Kruskal-Wallis, seguido del procedimiento
de comparaciones multiples de Dunn).

FIG. 6: muestra las concentraciones de GW559090 en la conjuntiva y el tejido corneal tras la administracion de 40 pl
(50 mg/ml) de GW559090A. La linea discontinua a aproximadamente 4000 nM (~2400 ng/ml) indica el nivel tisular
aproximado requerido para alcanzar la concentracion CI90 de ~80 nM (~48 ng/ml), si la unién a las proteinas es del
98%. El nivel tisular aproximado requerido para alcanzar la concentracion CI50 de ~8 nM (~5 ng/ml), si la unién a las
proteinas es del 98%, es de 400 nM (~240 ng / ml). Después de la administracion de 40 pl (50 mg/ml) de GW559090A
las concentraciones en el tejido conjuntival y corneal fueron superiores a 3000 ng/ml a los 30 minutos y los niveles
persistieron por encima de 1000 ng/ml en el tejido corneal a las 3 horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION
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I. Accidn local del antagonista de la integrina a4 en el modelo murino de EOS

La EOS es una enfermedad multifactorial de la superficie ocular relacionada con sintomas de malestar, trastornos
visuales, inestabilidad de la pelicula lagrimal e inflamacion de la superficie ocular, que puede dafiar los tejidos de la
superficie ocular (Investigacion in Dry Eye DEWS Report 2007). Abarca un espectro diverso de etiologias, tales como
desgaste ambiental inducido por farmacos, lentes de contacto, envejecimiento. La EOS también puede constituir una
manifestacion ocular secundaria de una afeccion autoinmune sistémica tal como, sin limitarse a ellas, el sindrome de
Sjogren, la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, la reaccién del injerto contra el huésped, el sindrome de
Stevens-Johnson, el penfigoide ocular cicatricial, la sarcoidosis (revisado por Stern y otros, 2010; Zoukhri, 2006).

Como enfermedad inflamatoria de la superficie ocular, la EOS esta mediada por células T autorreactivas y relacionada
con una disfuncion de la barrera corneal, aumento de la expresion y los niveles de citocinas y quimiocinas inflamatorias,
e inestabilidad y molestias de la pelicula lagrimal. El presente inventor descubrié que, al administrar localmente al ojo
un antagonista de la integrina a4, se restablecia la funcién de barrera epitelial corneal, disminuia la expresién de los
marcadores inflamatorios en la cérnea y en la conjuntiva, disminuia la infiltracion de células T conjuntivales y se inhibia
la migracion y activacion de células presentadoras de antigeno en los ganglios linfaticos drenantes segin un modelo
murino de EOS.

Los linfocitos T cebados y activados pasan desde el torrente sanguineo hacia los sitios de inflamacion, con la ayuda
de receptores de adhesion expresados en su superficie celular que interactian con las correspondientes moléculas
de adhesién en el endotelio vascular. Las integrinas linfociticas a4p1 (VLA-4), a4B7 y aLB2 (LFA-1) se unen a las
VCAM-1, MAdCAM e ICAM-1 endoteliales, respectivamente. En los sitios de inflamacion, los receptores de integrinas
linfociticas pueden interactuar con ciertos componentes del tejido, la fibronectina en el caso de la a431, que ademas
ayudan en la orientacion, activacion y proliferacién de linfocitos (Nojima y otros, 1990; Cox y otros, 2010). El compuesto
de la formula | tiene gran afinidad por la a41 (tabla 1). En los ensayos de adhesion celular bloqueé potentemente la
adhesion celular de a431 a VCAM-1 y a fibronectina (dominio CS-1), asi como de 0437 a MAdCAM (tabla 1). La dltima
interaccion es relevante en el entorno intestinal, pero no se ha estudiado en el 0jo. En pacientes de Sjogren que tienen
xerostomia y EOS se ha detectado la integrina a4f31 en infiltrados linfociticos T del tejido labial y VCAM-1 en células
vasculares y dendriticas (Edwards y otros, 1993).

El aumento de la absorcion de colorantes fluorescentes por el epitelio corneal es una sefial caracteristica de la EOS.
Se ha referido anteriormente que la intensidad de la tincion corneal con dextrano verde Oregon (OGD) en ratones se
correlaciona positivamente con una reduccion de la funcion de barrera corneal después del SD experimental (de Paiva
y otros, 2009a; de Paiva y otros, 2006b). Esto simula lo observado clinicamente en pacientes de 0jo seco en quienes
ha sido demostrado mediante la tincion de la cérnea con fluoresceina. Los valores bajos de tincién son indicativos de
exclusién de colorante, es decir, de la integridad de la barrera corneal. En cambio, los valores elevados de tincion
reflejan la disfuncién de la barrera. Los valores de tincion de la cornea con fluoresceina se han utilizado como criterios
de valoracion importantes para el diagndéstico de la EOS y como parametro de eficacia en los ensayos clinicos.

En un entorno controlado de DS (como el descrito a continuacion en Materiales y métodos), los ratones desarrollaron
durante 5 dias una disfuncion de la barrera corneal, visible como tincion puntiforme de la crnea con OGD (como la
descrita a continuacién en Materiales y métodos), del modo anteriormente descrito (de Paiva y otros, 2009a; de Paiva
y otros, 2006b). En este modelo murino, la administracion tépica del compuesto de la formula | disminuyé la tincion de
la cérnea por OGD en funcion de la dosis, de forma similar a un corticosteroide tépico, el fosfato de dexametasona
(fig. 1). Los esteroides tépicos son medicaciones validas para la EOS cuando los lubricantes y los inmunomoduladores
no esteroideos resultan ineficaces, pero normalmente se emplean a corto plazo debido al posible desarrollo de efectos
oculares adversos relacionados con los esteroides. Previamente se habia referido una mejora similar de la tincion de
la cérnea en este modelo animal, con un antagonista distinto de la integrina a41, BIO-8809, (Ecoiffier y otros, 2008).
En relacion con el peso corporal, la aplicacién tépica de un medicamento al ojo del ratén supera con creces la dosis
administrada a un humano en 2-3 érdenes de magnitud. Cabe pensar que el tratamiento tépico en el ratén alcance
una exposicion sistémica relevante. Como las integrinas juegan un papel en el trafico de leucocitos, se puede deducir
que la exposicion sistémica puede ser el requisito previo de un antagonista de integrinas para tratar la enfermedad
ocular. Por lo tanto, era importante determinar si el tratamiento sistémico era mas efectivo. Curiosamente, al cotejar el
tratamiento sistémico con el tdpico mediante la misma dosis, el compuesto de la formula | mejor6 significativamente
la tincion de la cérnea solo cuando se administro por via topica (fig. 2). Este sorprendente hallazgo sugiere que existe
un componente local de importancia critica en la terapia de esta enfermedad, que utiliza el compuesto de la férmula |
requerido para el éxito terapéutico.

Se ha sugerido que la EOS es la consecuencia de un ciclo inmune que implica la migracion de células dendriticas
presentadoras de antigeno (a menudo denominadas APC o DC) desde la superficie ocular hacia los ganglios linfaticos
cervicales (GLC) drenantes, donde tiene lugar el cebado de las células T autorreactivas (Pflugfelder y otros, 2008).
Estas células T CD4+ autorreactivas vuelven a la superficie ocular y propagan la enfermedad (Coursey y otros, 2013;
Niederkorn y otros, 2006; Zhang y otros, 2012). Con los receptores de integrina presentes en las células T CD4+ surgi6
la pregunta de si el tratamiento con un antagonista de la integrina a4 afectaria a las células T en los ganglios linfaticos
drenantes. Ni un dia de DS increment6 las células T CD4+ o CD8+ en los ganglios linfaticos drenantes, ni el tratamiento
con el compuesto de la férmula | 0 con dexametasona disminuyé el nimero de células T. Como se refirié anteriormente,
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1 dia de DS aumento6 significativamente los monocitos CD11b+ en los ganglios linfaticos drenantes (Schaumburg y
otros, 2011; Zhang y otros, 2014). Pero ninguno de los tratamientos farmacoldgicos fue capaz de reducir la cantidad
de monocitos.

Se ha demostrado previamente que las células dendriticas (CD) son importantes para la patologia mediada por el
sistema inmune e inducida por DS, ya que los ratones sin CD no desarrollan la EOS (Schaumburg y otros, 2011). Las
CD CD11c+ aparecieron altas en los ganglios linfaticos drenantes, aunque no significativamente, por una DS de corta
duracion. Al contrario que la dexametasona tépica o el tratamiento sistémico con el compuesto de la formula |, que no
tuvo un efecto significativo sobre estas células, las células CD11c+ activadas (MHC-II+) y no activadas disminuyeron
mediante el tratamiento tépico con el compuesto de la férmula | (fig. 4). Este sorprendente hallazgo sugiere que el
compuesto de la férmula | evita la migracion de células presentadoras de antigeno a los ganglios linfaticos drenantes
y que este efecto requiere la presencia del farmaco en la superficie ocular. Analogamente, tal como se ha expuesto
anteriormente, solo el tratamiento tépico con el compuesto de la férmula | mejoré la tincion de la cérnea. Tomados en
conjunto, pero sin estar sujetos a ninguna teoria concreta, estos resultados indican que el compuesto de la formula |
actla localmente al nivel de la superficie ocular para tratar la inflamacién ocular relacionada con la EOS, evitando la
migracion de CD presentadoras de antigeno a los GLC drenantes e interrumpiendo asi el ciclo inmune.

El medio proinflamatorio de la superficie ocular en la EOS y este modelo murino estan bien descritos en la literatura
(Corrales y otros, 2006; Coursey y otros, 2014; de Paiva y otros, 2009a; de Paiva y otros, 2006a; de Paiva y otros,
2009b; de Paiva y otros, 2011). La expresion de muchas citocinas y quimiocinas aumenta en la cérnea y la conjuntiva,
produciendo niveles elevados en la pelicula lagrimal. En los ejemplos presentados aqui, el tratamiento tépico con el
compuesto de la férmula | inhibid la expresion de IL-1a, MMP-9, CXCL-9 y TGPB1 en el epitelio corneal, y de TGF31
en la conjuntiva (fig. 3). La IL-1a es una citocina proinflamatoria liberada por el epitelio y las células inflamatorias. Su
potencial importancia en la enfermedad se destaca mediante el desarrollo clinico de un antagonista del receptor de la
IL-1 para la inflamacion de la superficie ocular, EBI-005 (Hou y otros, 2013; Goldstein y otros, 2015). La MMP-9 es
una proteasa que ha sido implicada en la ruptura de uniones estrechas del epitelio corneal y en la ruptura de la barrera
corneal en el SD (de Paiva y otros, 2006b; Luo y otros, 2004; Pflugfelder y otros, 2005). Se ha demostrado que los
niveles lagrimales de MMP-9 estan correlacionados con la intensidad de la tincién corneal y otros parametros clinicos
en los pacientes de ojo seco (Chotikavanich y otros, 2009). La CXCL9, junto con la CXCL10 y CXCL11, atraen células
Th1 productoras de interferon gamma y estan aumentadas en la pelicula lagrimal y en la conjuntiva de los pacientes
de ojo seco (Yoon y otros, 2010). La TGF-B1 participa en el cebado de Th-17 junto con la IL-6 y la IL-23 y se encuentra
elevada en las lagrimas de los pacientes de ojo seco (Gutcher y otros, 2011; Stockinger y otros, 2007; Zheng y otros,
2010). Por tanto el tratamiento con el compuesto de la formula | disminuye en este modelo animal algunos marcadores
inflamatorios que estan relacionados con la inflamacién de la superficie ocular en la EOS.

Los ejemplos demuestran una mejoria de los sintomas objetivos del ojo seco al emplear el compuesto de la formula |
en el modelo de DS murino. El potente antagonista de la integrina a4 actud localmente al nivel de la superficie ocular,
evitando la migracion de células presentadoras de antigeno hacia los ganglios linfaticos drenantes, con la consiguiente
interrupcion del ciclo inmune del ojo seco. El tratamiento de esta enfermedad mediante el bloqueo de la migracion de
células presentadoras de antigeno representa un mecanismo de accién novedoso y anteriormente desconocido de los
antagonistas de integrinas.

. Métodos de tratamiento

El término “tratamiento” o “tratar”, respecto al tratamiento de las afecciones inflamatorias oculares, incluida la EOS, se
refiere, entre otras cosas, a la prevencion del desarrollo de la enfermedad o a la alteracion de su curso (por ejemplo,
sin limitarse a ello, a la ralentizacion del progreso de la enfermedad), o a la reversion de un sintoma de la enfermedad
0 a la reduccién de uno o mas sintomas y/o uno o mas marcadores bioquimicos en un sujeto, evitando que uno o mas
sintomas empeoren o progresen, fomentando la recuperacion o la mejora del pronéstico y/o previniendo la enfermedad
en un sujeto libre de ella, asi como a la ralentizacion o la reduccién de la progresion de la enfermedad existente. Para
un sujeto dado, la mejoria de un sintoma, su empeoramiento, regresiéon o progresion se puede determinar con una
medicidn objetiva o subjetiva. Los métodos profilacticos (p.ej. prevenir o reducir la incidencia de recaida) también se
consideran tratamiento.

Cualquier sujeto puede ser examinado por si tiene una afeccion inflamatoria ocular o corre el riesgo de padecerla. Por
ejemplo, la tincién de la cornea con fluoresceina se emplea para diagnosticar la enfermedad del ojo seco. La valoracién
puede determinar el curso de terapia conveniente, ya sea preventiva, de mantenimiento o moduladora.

Por consiguiente, en esta revelacién se proporciona un método para tratar, prevenir, modular o atenuar una afeccion
inflamatoria ocular, administrando al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente terapéutico. El agente
terapéutico es un compuesto de la férmula | o una sal, éster, hidrato, solvato, polimorfo, isémero 6ptico, racemato,
diastereoisdémero o enantiomero farmacéuticamente aceptables del mismo. En ciertas formas de ejecucion el sujeto
es un mamifero, tal como un humano u otro mamifero.

En ciertas formas de ejecucion la administracién es ocular, como la administracion tépica u otro tipo de administracion
ocular (p.ej. una inyeccién local). En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se administra en la superficie
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ocular. En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se administra por via topica, p.ej. sobre la cérnea, la
conjuntiva y/o el parpado. En ciertas formas de ejecucién el agente terapéutico se administra tépicamente sobre la
cornea. En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se aplica al saco conjuntival o al parpado. En ciertas
formas de ejecucion la administracién tépica consiste en la aplicacion de gotas oculares, ungiientos o lociones. En
ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se aplica por via subconjuntival, intracameral, intravitrea, sub-Tenon,
subretinal, subcoroidal o supracoroidal. En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se administra mediante
una inyeccion local, por ejemplo periocular, intraocular, subconjuntival, retrobulbar o intracameral. Aunque no sea la
preferida, en ciertas formas de ejecucién la administracion puede ser sistémica.

En ciertas formas de ejecucién de la presente revelacion, la administracion se efectia mediante la insercién de un
dispositivo de liberacién continua, tal como una mini o microbomba que libera un agente terapéutico. El dispositivo de
liberacién continua puede ser biodegradable o no biodegradable.

Un agente terapéutico se puede administrar en un vehiculo oftdlmico farmacéuticamente aceptable, de manera que el
agente terapéutico se mantenga en contacto con la superficie ocular durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir que el agente terapéutico penetre en la cornea y las regiones internas del ojo. El vehiculo oftalmico aceptable
farmacéuticamente puede ser, por ejemplo, un ungiento, un aceite vegetal o un material de encapsulacion.

En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico actia localmente interrumpiendo un ciclo inmune que implica la
migracion de células presentadoras de antigeno, desde una superficie ocular hacia un ganglio linfatico drenante. En
ciertas formas de ejecucioén particulares el agente terapéutico actia localmente bloqueando la migracion de células
presentadoras de antigeno a un ganglio linfatico drenante. En ciertas formas de ejecucion el ganglio linfatico drenante
es un ganglio linfatico cervical.

En ciertas formas de ejecucion de la presente revelacién la afeccion inflamatoria ocular es la enfermedad del ojo seco,
uveitis no infecciosa (incluida la uveitis anterior, intermedia, posterior y la panuveitis), conjuntivitis no infecciosa, iritis
o escleritis.

En ciertas formas de ejecucion de la presente revelacion en que la afeccion inflamatoria ocular es la enfermedad del
0jo seco, ésta afeccion es provocada por o esta relacionada con alergias, diabetes, deficiencia de la glandula lagrimal,
lupus eritematoso sistémico, reaccion del injerto contra el huésped, enfermedad de Parkinson, sindrome de Sjoégren ,
artritis reumatoide, complicaciones derivadas de la terapia LASIK correctora de la vision, uso de lentes de contacto,
exposicion a climas aridos, contaminacion del aire o humo de cigarrillo, lesién corneal, fibrosis conjuntival, sindrome
de Stevens-Johnson, alacrimia congénita, penfigoide ocular cicatricial, sarcoidosis o tratamiento con otros farmacos
causantes de sintomas de la enfermedad del ojo seco. En ciertas formas de ejecucioén la afeccion inflamatoria ocular
es la enfermedad del ojo seco asociada al sindrome de Sjogren. Por lo tanto, en una forma de ejecucion, los métodos
consisten en administrar el agente terapéutico a un ser humano que tenga alergias, diabetes, deficiencia de la glandula
lagrimal, lupus eritematoso sistémico, reaccién del injerto contra el huésped, enfermedad de Parkinson, sindrome de
Sjogren, artritis reumatoide, complicaciones derivadas de la terapia LASIK correctora de la vision, o que use de lentes
de contacto, que esté expuesto a climas aridos, a aire contaminado o a humo de cigarrillos, que tenga lesién corneal,
fibrosis conjuntival, sindrome de Stevens-Johnson, alacrimia congénita, penfigoide ocular cicatricial, sarcoidosis, o que
haya sido tratado con otros farmacos causantes de sintomas de la enfermedad del ojo seco.

En general la dosificacion del agente terapéutico variara en funcién de factores tales como la edad, el peso, la altura,
el sexo, el estado médico general y el historial médico previo del sujeto. Normalmente es aconsejable administrar al
paciente una dosis individual del agente terapéutico comprendida en un intervalo aproximado de 0,001 mg a 5 mg,
mas en concreto de 0,1 mg a 5 mg aproximadamente, en cada ojo afectado. En ciertas formas de ejecucion una dosis
individual del agente terapéutico es aproximadamente de 0,6, 0,8,1,0,1,2,1,4,1,6,1,8,2,0,2,2,2,4,2,6, 2,8, 3,0, 3,2,
3,4, 3,6, 3,8 0 4,0 mg en cada ojo afectado. En ciertas formas de ejecucién una dosis individual del agente terapéutico
es de 1,8 mg aproximadamente en cada ojo afectado. En ciertas formas de ejecucion una dosis individual del agente
terapéutico es de 3,0 mg aproximadamente en cada ojo afectado. Cabe sefialar que los valores de dosificacion pueden
variar segun el tipo y la gravedad de la afeccidon que debe aliviarse. Asimismo hay que entender que para cualquier
sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos deberian ajustarse a lo largo del tiempo de acuerdo con la
necesidad individual y segln el criterio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las
composiciones, y que los intervalos de dosificacion indicados en este documento son meros ejemplos y no pretenden
limitar el ambito o el uso de la composicién reivindicada.

Con finalidad de tratamiento, incluida la profilaxis, se administra a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
del agente terapéutico en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. “Cantidad terapéuticamente efectiva” es aquella
que sea fisiolégicamente significativa. El agente terapéutico es fisiolégicamente significativo si su presencia da como
resultado un cambio detectable en la fisiologia de un sujeto paciente.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica contiene aproximadamente
1 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml del agente terapéutico. En ciertas formas de ejecucién la composicion
farmacéutica contiene aproximadamente 10 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml del agente terapéutico. En
ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica contiene aproximadamente 10 mg/ml hasta aproximadamente
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50 mg/ml del agente terapéutico. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 10 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 15 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva aproximadamente 20
mg/ml del agente terapéutico. En ciertas formas de ejecucién la composicion farmacéutica lleva 25 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 30 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 35 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 40 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 45 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica lleva 50 mg/ml del agente
terapéutico aproximadamente.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucion la composicién farmacéutica se administra en un volumen
de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 pl. En ciertas formas de ejecucion, la composicion farmacéutica se
administra en un volumen de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 20 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 30 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 40 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 50 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 60 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 70 pl. En ciertas formas de ejecucion, la
composicion farmacéutica se administra en un volumen de aproximadamente 80 pl.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucién la composicion farmacéutica se administra a cada ojo
afectado al menos una vez al dia. En ciertas formas de ejecucién la composicién farmacéutica se administra a cada
ojo afectado al menos dos veces al dia. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica se administra a
cada ojo afectado al menos tres veces al dia. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica se administra
a cada ojo afectado al menos cuatro veces al dia. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica se
administra a cada ojo afectado al menos cinco veces al dia. En ciertas formas de ejecucién la composicion
farmacéutica se administra a cada ojo afectado al menos seis veces al dia. En ciertas formas de ejecucion la
composicion farmacéutica se administra a cada ojo afectado al menos siete veces al dia. En ciertas formas de
ejecucion la composicién farmacéutica se administra a cada ojo afectado al menos ocho veces al dia. En ciertas formas
de ejecucion la composicion farmacéutica se administra a cada ojo afectado al menos nueve veces al dia. En ciertas
formas de ejecucion la composicion farmacéutica se administra a cada ojo afectado al menos diez veces al dia.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para
alcanzar una concentracion tisular de al menos 240 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas después de la administracion. En ciertas formas
de ejecucion el tejido es una conjuntiva. En ciertas formas de ejecucion el tejido es la cornea. Por lo tanto, en ciertas
formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar una concentracion tisular en la
conjuntiva o en la cérnea de al menos 240 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas tras la administraciéon. En ciertas formas de ejecucion la
cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar unas concentraciones tisulares en la conjuntiva o en la
cérnea de al menos 240 ng/ml aproximadamente durante al menos seis horas tras la administracion.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para
alcanzar una concentracion tisular de al menos 358 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas después de la administracion. En ciertas formas
de ejecucion el tejido es una conjuntiva. En ciertas formas de ejecucion el tejido es la cornea. Por lo tanto, en ciertas
formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar una concentracion tisular en la
conjuntiva o en la cérnea de al menos 358 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas tras la administracién. En ciertas formas de ejecucion la
cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar unas concentraciones tisulares en la conjuntiva o en la
cornea de al menos 358 ng/ml aproximadamente durante al menos seis horas tras la administracion.

Segun la presente revelacion, en ciertas formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para
alcanzar una concentracion tisular de al menos 1000 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas después de la administracion. En ciertas formas
de ejecucion el tejido es una conjuntiva. En ciertas formas de ejecucion el tejido es la cornea. Por lo tanto, en ciertas
formas de ejecucion la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar una concentracion tisular en la
conjuntiva o en la cérnea de al menos 1000 ng/ml aproximadamente durante al menos una, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis horas tras la administracién. En ciertas formas de ejecucion la
cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para alcanzar unas concentraciones tisulares en la conjuntiva o en la
cornea de al menos 1000 ng/ml aproximadamente durante al menos tres horas tras la administracién.

En ciertas formas de ejecucion, la cantidad terapéuticamente efectiva administrada por via ocular da lugar a una
exposicion sistémica biolégicamente insignificante al agente terapéutico. En ciertas formas de ejecucion la cantidad
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terapéuticamente efectiva administrada por via ocular no produce ninguna supresion inmune sistémica.

Los agentes terapéuticos y/o las composiciones farmacéuticas reveladas que llevan dichos agentes terapéuticos se
pueden administrar durante cualquier periodo adecuado, tal como al menos aproximadamente 12 semanas, al menos
aproximadamente 24 semanas, al menos aproximadamente 36 semanas o al menos aproximadamente 48 semanas.
En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico se administra durante al menos 12 semanas consecutivas. En
ciertas formas de ejecucioén el agente terapéutico se administra durante al menos 24 semanas consecutivas. En ciertas
formas de ejecucién el agente terapéutico se administra durante al menos 36 semanas consecutivas. En ciertas formas
de ejecucion el agente terapéutico se administra durante al menos 48 semanas consecutivas.

En ciertas formas de ejecucién el tratamiento consiste en administrar diariamente el agente terapéutico durante al
menos dos semanas consecutivas. En este régimen de tratamiento el agente terapéutico se puede administrar mas
de una vez al dia, tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce veces al dia. En ciertas
formas de ejecucion la duracion del régimen de tratamiento es superior a dos semanas. En ciertas formas de ejecucion
la duracién del régimen de tratamiento es superior a tres semanas. En ciertas formas de ejecucion la duracion del
régimen de tratamiento es superior a cuatro semanas. En ciertas formas de ejecucion la duracion del régimen de
tratamiento es superior a cinco semanas. En ciertas formas de ejecucion la duracién del régimen de tratamiento es
superior a seis semanas. En ciertas formas de ejecucion la duracién del régimen de tratamiento es superior a siete
semanas. En ciertas formas de ejecucién la duracion del régimen de tratamiento es superior a ocho semanas. En
ciertas formas de ejecucion la duracién del régimen de tratamiento es superior a nueve semanas. En ciertas formas
de ejecucion la duracion del régimen de tratamiento es superior a diez semanas. En ciertas formas de ejecucion la
duracion del régimen de tratamiento es superior a once semanas. En ciertas formas de ejecucién la duracion del
régimen de tratamiento es superior a doce semanas.

En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico (p.ej. el agente terapéutico A) se administra conjuntamente con
uno o mas agentes terapéuticos adicionales en la misma composicion farmacéutica 0 en composiciones separadas.
Estos agentes terapéuticos adicionales pueden ser otros agentes terapéuticos empleados para el tratamiento de las
afecciones inflamatorias oculares.

En ciertas formas de ejecucion el otro agente terapéutico es la ciclosporina A. La ciclosporina A es un péptido ciclico
de once aminoacidos sintetizado por el hongo microscoépico Tolypocladium inflatum. La ciclosporina A tiene la férmula
[R-[[R*,R*-(E)]]-(L-alanil-D-alanil-N-metil-L-leucil-N-metil-L-leucil-N-metil-L-valil-3-hidroxi-N,4-dimetil-L-2-amino-6-
octenoil-L-a-amino-butiril-N-metilglicil-N-metil-L-leucil-L-valil-N-metil-L-leucil)ciclico (nimero CAS 59865-13-3).

En ciertas formas de ejecucion el otro agente terapéutico es un esteroide. En algunas de estas formas de ejecucion el
esteroide es un glucocorticoide. En algunas de estas formas de ejecucion de la revelacion el esteroide es difluprednato,
prednisolona, dexametasona, fluocinolona, fluorometolona, loteprednol, medrisona, rimexolona, triamcinolona,
cortisona o hidrocortisona. En ciertas formas de ejecucion el esteroide es dexametasona (como dexametasona base
o dexametasona fosfato), difluprednato, fluocinolona, fluorometolona (como fluorometolona base o fluorometolona
acetato), loteprednol, prednisolona (como acetato o fosfato de prednisolona), rimexolona o triamcinolona (como
acetonido de triamcinolona).

En ciertas formas de ejecucion el agente terapéutico adicional es un agente antiinflamatorio no esteroideo. En algunas
de estas formas de ejecucién el agente antiinflamatorio no esteroideo se elige del grupo integrado por bromfenaco,
diclofenaco, flurbiprofeno, ketorolaco y nepafenaco.

En ciertas formas de ejecucioén el agente terapéutico adicional es un antagonista de la LFA, tal como el lifitegrast. El
lifitegrast también se conoce como acido (2S)-2-[[2-(1-benzofuran-6-carbonil)-5,7-dicloro-3,4-dihidro-1H-isoquinolin-6-
carbonillamino]-3-(3-metilsulfonilfenil)propanoico y esta identificado en la patente W02006/125119.

Segun la presente revelacion, el agente terapéutico puede usarse en medicina veterinaria, sobre todo en el tratamiento
de afecciones inflamatorias oculares tales como, por ejemplo, la queratoconjuntivitis seca en perros, gatos y caballos;
la queratitis superficial crénica (QSC) en perros, gatos y caballos; y la infiltracién linfoplasmocitaria de la membrana
nictitante en perros, gatos y caballos.

1. Compuestos

El compuesto de la féormula | se puede sintetizar mediante el método de sintesis descrito en el ejemplo 27 de la patente
de EUA n° 6,867,192.

Brevemente, en una forma de ejecucion se afiade clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,4 g) y
1-hidroxibenzotriazol (0,3 g) a una solucién de acido (2-metilfenoxi)acético (0,345 g) en acetonitrilo (50 ml), bajo una
atmdsfera de nitrégeno. Después de agitar durante 30 minutos a 20°C, se agrega clorhidrato de 4-[(2S)-2-{[(2S)-2-
amino-4-metilpentanoillamino}-3-(terc-butoxi)-3-oxopropil]fenil-4-(aminocarbonil)-1-piperidincarboxilato (1 g), seguido
de diisopropiletilamina (0,35 ml) y se continla agitando durante 18 h. La mezcla se concentra al vacio y el residuo se
reparte entre acido clorhidrico 1 M (100 ml) y acetato de etilo (300 ml). Se separan las capas y la fase organica se lava
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con acido clorhidrico 1 M (2 x 100 ml), bicarbonato sédico acuoso saturado (3 x 100 ml) y salmuera (100 ml), se seca
sobre sulfato magnésico y se evapora al vacio para dar un sélido blanco. A una solucién de este sélido en cloroformo
(5 ml) se le agrega acido trifluoroacético (5 ml) y agua (1 ml). Después de agitar durante 3 horas a 20°C, el disolvente
se evapora al vacio y el residuo se somete a destilacion azeotrépica con tolueno (2 x 20 ml) y luego se tritura con éter
para dar acido (2S)-3-[4-({[4-(aminocarbonil)-1-piperidinil]carbonil}oxi)fenil]-2-[((2S)-4-metil-2-{[2-(2-metilfenoxi)acetil]-
amino}pentanoill)amino]propanoico.

Como alternativa, en otra forma de ejecucion, se afiade una solucion de acido (2S)-3-[4-(aliloxi)fenil]-2-[(terc-butoxi-
carbonil)amino]propanoico (115,8 g) y 1-hidroxibenzotriazol (48,6 g) en DMF (475 ml) a resina Wang (50 g). Después
de 15 minutos se agrega 1,3-diisopropilcarbodiimida (56,5 ml) y la mezcla se agita durante 24 h a 45°C. La resina se
filtra y se lava con DMF (3 x 360 ml), metanol (3 x 360 ml) y diclorometano (3 x 700 ml). A una suspension de la resina
en diclorometano (644 ml) se le afiade piridina (14,7 ml). Se agrega anhidrido acético (26,9 ml) y la mezcla se agita
durante 12 h a 20°C. La resina se filtra y se lava con diclorometano (3 x 550 ml), metanol (3 x 370 ml) y diclorometano
(3 x 550 ml).

Una suspension de 20 g de la resina en diclorometano (100 ml) se enfrié a 2-5°C y se trat6é con una disolucion de fenol
(20 g) en diclorometano (80 ml). Se afade clorotrimetilsilano (20 ml) gota a gota y la mezcla se agita 6 h a 2-5°C. La
resina se filtra y se lava con diclorometano (3 x 200 ml), metanol (3 x 200 ml), 10% de agua en DMF (2 x 200 ml),
diisopropiletilamina al 10% en DMF (3 x 200 ml), DMF (200 ml), metanol (3 x 200 ml) y diclorometano (3 x 200 ml).

Una suspension de la resina en DMF (55 ml) se trata con una solucién de Fmoc-leucina (32,7 g) y 1-hidroxibenzotriazol
(12,5 g) en DMF (85 ml). A los 5 minutos se afiade 1,3-diisopropilcarbodiimida (19,3 ml) y la mezcla se agita durante
15 h a 20°C. La resina se filtra y se lava con DMF (3 x 150 ml), metanol (3 x 150 ml) y diclorometano (3 x 150 ml).

La resina se trata con piperidina al 20% en DMF (180 ml) y se agita durante 1 hora a 20°C. La resina se filtra y se lava
con DMF (3 x150 ml), diclorometano (3 x150 ml), DMF (3 x 150 ml) y diclorometano (3 x 150 ml). A una suspensién
de esto en DMF (50 ml) se le agrega una disolucion de acido (2-metilfenoxi)acético (17,9 g) y 1-hidroxibenzotriazol
(14,6 g) en DMF (100 ml). A los 5 minutos se afiade 1,3-diisopropilcarbodiimida (16,9 ml) y la mezcla se agita durante
65 h a 20°C. La resina se filtra y se lava con DMF (2 x 150 ml), metanol (3 x 150 ml) y diclorometano (3 x 150 ml).

Una suspension de la resina en diclorometano (60 ml) se trata con una solucién de tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0)
(5,21 g) en diclorometano (140 ml), seguido de morfolina (13 ml). La mezcla se agita durante 2 h a 20°C y después la
resina se filtra y se lava con diclorometano (7 x 200 ml).

Una suspension de la resina en diclorometano (160 ml) se trata con diisopropiletilamina (12,4 ml) y seguidamente con
cloroformiato de 4-nitrofenilo (24,8 g) en 3 porciones a intervalos de 5 minutos. La mezcla se agita durante 1 h a 20°C.
La resina se filtra y se lava con diclorometano (3 x 200 ml). La resina se trata con una solucion de isonipecotamida
(15,8 g) en DMF (180 ml) y la mezcla se agita durante 1,5 h a 20°C. La resina se filtra y se lava con DMF (4 x 200 ml)
y diclorometano (2 x 200 ml).

La resina se trata con TFA al 50% en diclorometano (200 ml). Después de agitar durante 1 h a 20°C, la resina se filtra
y se lava con diclorometano (5 x 200 ml). El filtrado y los lavados combinados se evaporaron al vacio. El residuo se
somete a destilacién azeotrdpica con tolueno (2 x 100 ml), luego se tritura con éter (50 ml) y el sélido blanco resultante
se filtra. Se le afiade acetonitrilo (150 ml) y la mezcla se calienta a reflujo. La suspension resultante se deja enfriar a
20°C y se agita durante 18 h. La mezcla se filtra para dar acido (2S)-3-[4-({[4-(aminocarbonil)-1-piperidiniljcarbonil}-
oxo)fenil]-2-[((2S)-4-metil-2-{[2-(2-metilfenoxi)acetil]Jamino}pentanoil)amino]propanoico.

En ciertas formas de ejecucion, el agente terapéutico (p.ej. el agente terapéutico A) es una sal farmacéuticamente
aceptable del compuesto (l). El término “farmacéuticamente aceptable” se usa aqui para referirse a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que en el ambito del buen criterio médico son adecuados para
Su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica
u otro problema o complicacion, de manera proporcionada a una relacién beneficio/riesgo razonable.

En ciertas formas de ejecucion, el agente terapéutico (p.ej. el agente terapéutico A) es una sal potasica del compuesto

).

En ciertas formas de ejecucion el compuesto de la formula (I) se administra como conjugado, complejo o profarmaco.
En ciertas formas de ejecucion el compuesto de la formula (1) se administra como profarmaco. Este profarmaco puede
ser metabolizado por el sujeto para proporcionar el compuesto de la formula (I).

V. Composiciones farmacéuticas
Tal como se emplea aqui la expresién “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un material, composicion
o vehiculo farmacéuticamente aceptables, como por ejemplo una carga liquida o soélida, un diluyente, un excipiente,

un disolvente o un material de encapsulacién, que sirve para soportar los agentes activos o transportarlos desde un
6rgano o parte del cuerpo, a otro érgano o parte del cuerpo. Cada vehiculo debe ser “aceptable” en el sentido de ser

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835274 T3

compatible con los otros ingredientes de la formulacién, por ejemplo, el vehiculo no disminuye el impacto del agente
en el tratamiento. En otras palabras, un vehiculo es farmacéuticamente inerte.

La composicién se puede formular segin los métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente
utiles, mezclando un compuesto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La solucion salina tamponada con
fosfato y esterilizada es un ejemplo de un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Otros vehiculos adecuados son bien
conocidos de los especialistas en la materia. Véase, por ejemplo, REMINGTON'S FARMACEUTICAL SCIENCES, 192
edicion. (1995).

Las composiciones farmacéuticas convenientes para la administracion tépica se pueden formular como unguentos,
cremas, emulsiones, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, esprais, nebulizadores, aerosoles o
aceites. En ciertas formas de ejecucion la composicion farmacéutica es una solucion, tal como una solucién oftalmica.
En estas formas de ejecucion, la solucién oftalmica se administra a humanos o mamiferos no humanos por via topica,
en forma de una o mas gotas al dia en cada ojo.

Para los tratamientos oculares, las composiciones pueden aplicarse en forma de ungiiento o crema topica. Cuando se
formula en un ungliento, el ingrediente activo puede emplearse con una base parafinica o miscible con agua. Como
alternativa, el ingrediente activo puede formularse en una crema con una base de aceite en agua o de agua en aceite.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion ocular topica incluyen las gotas para los ojos, en
las cuales el ingrediente activo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado, sobre todo en un disolvente acuoso.
Las formulaciones de administracién ocular deben tener un pH y una osmolalidad compatibles oftalmicamente. En una
composicion de la presente invencion se pueden incluir uno o mas agentes reguladores del pH y/o agentes tampén
oftalmicamente aceptables, tales como los acidos acético, boérico, citrico, lactico, fosforico y clorhidrico; bases como
hidréxido soédico, fosfato sddico, borato sddico, citrato sddico, acetato sddico y lactato sédico; y tampones como citrato/
dextrosa, bicarbonato sédico y cloruro amoénico. Dichos acidos, bases y tampones se pueden incluir en una cantidad
necesaria para mantener el pH de la composicién en un intervalo oftdlmicamente aceptable. Se puede incorporar una
0 mas sales oftdlmicamente aceptables a la composicién, en una proporcion suficiente para que la osmolalidad de la
composicion esté dentro de un intervalo oftalmicamente aceptable. Dichas sales incluyen las que tienen cationes sodio,
potasio 0 amonio y aniones cloruro, citrato, ascorbato, borato, fosfato, bicarbonato, sulfato, tiosulfato o bisulfito.

Tal como se revela aqui, las composiciones instantaneas pueden aplicarse topicamente al ojo por via subconjuntival,
intracameral, intravitrea, sub-Tenon, subretinal, subcoroidal, supracoroidal, en el saco conjuntival o en el parpado, con
el empleo de un dispositivo o inserto de administracién ocular. Este dispositivo o inserto puede estar disefiado para la
liberacién controlada de uno o mas agentes terapéuticos con varias velocidades de liberacion definidas y una cinética
de dosificacion y permeabilidad continua. La liberacién controlada se puede conseguir mediante el disefio de matrices
formadas por polimeros biodegradables/bioerosionables de diferentes tipos y caracteristicas (p.ej. poli(etileno-acetato
de vinilo) (EVA), PVA superhidrolizado, hidroxialquilcelulosa (HPC), metilcelulosa (MC), hidroxipropilmetil celulosa
(HPMC), policaprolactona, poli(acido glicélico), poli(acido lactico), polianhidridos) del peso molecular polimérico, de la
cristalinidad polimérica, de las proporciones de copolimero, de las condiciones de proceso, del acabado superficial,
de la forma geométrica, y mediante la adicidon de excipientes y recubrimientos poliméricos que favorezcan la difusion
del farmaco, la erosion, la disolucion y la 6smosis.

Las formulaciones para la administracion de los farmacos mediante dispositivos o insertos oculares pueden combinar
uno o mas agentes activos y adyuvantes apropiados para la via de administracion indicada. Por ejemplo, los agentes
activos pueden mezclarse con cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable, lactosa, sacarosa, almidén en polvo,
ésteres celulésicos de acidos alcanoicos, acido estearico, talco, estearato magnésico, 6xido magnésico, sales de sodio
y calcio de los acidos fosférico y sulfdrico, goma acacia, gelatina, alginato sodico, polivinilpirrolidina y/o poli(alcohol
vinilico), en tabletas o capsulas de administracion convencional. Alternativamente, los compuestos pueden disolverse
en polietilenglicol, propilenglicol, soluciones coloidales de carboximetilcelulosa, etanol, aceite de maiz, aceite de mani,
aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, goma de tragacanto y/o varios tampones. Los compuestos también
se pueden mezclar con composiciones de polimeros, tanto biodegradables como no biodegradables, y con un vehiculo
o diluyente de caracteristicas retardantes. Como ejemplos representativos de composiciones biodegradables cabe
citar: albimina, gelatina, almidén, celulosa, dextranos, polisacaridos, poli(D,L-lactida), poli(D,L-lactida-co-glicolido),
poli(glicélido), poli(hidroxibutirato), poli(alquilcarbonato) y poli(ortoésteres), y mezclas de los mismos. Como ejemplos
representativos de polimeros no biodegradables cabe citar los copolimeros de EVA, el caucho de silicona y el poli-
(metilacrilato), y mezclas de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas de administracién ocular también incluyen una composicion acuosa gelificable in
situ. Dicha composicién contiene un agente gelificante en una concentracion efectiva para promover la gelificacion en
contacto con el ojo o con el fluido lagrimal. Como agentes gelificantes adecuados cabe citar, de manera no excluyente,
los polimeros termoendurecibles. Tal como se emplea aqui, la expresion “gelificable in situ” no solo incluye liquidos
de baja viscosidad que forman geles al entrar en contacto con el ojo o con el fluido lagrimal, sino que también liquidos
mas viscosos tales como los geles semifluidos y tixotrépicos que muestran un aumento considerable de la viscosidad
o de larigidez del gel tras la administracién ocular. Véase, por ejemplo, Ludwig (2005), por sus ejemplos de polimeros
utilizables en la administracion ocular de farmacos.
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V. Kits

Agqui también se revelan kits, p.ej. kits para fines terapéuticos. Un kit puede contener uno o0 mas compuestos como los
aqui descritos, p.ej. en dosis medidas previamente. Un kit puede contener opcionalmente dispositivos para poner en
contacto las células con los compuestos e instrucciones de uso.

Los dispositivos incluyen jeringas, bombas implantables, como minibombas y microbombas, y otros dispositivos de
uso oftélmico.

Agqui también se revelan combinaciones terapéuticas que llevan el agente terapéutico A y otro agente terapéutico (los
mismos utilizados en terapias y composiciones combinadas) en formas de dosificacion separadas, pero relacionadas
entre si. Tal como se usa aqui, la expresion “relacionadas entre si” significa que las formas de dosificacion separadas
se empaquetan juntas o se unen entre si para poder ver facilmente que estan destinadas a venderse y administrarse
como parte del mismo régimen de tratamiento. El compuesto y el otro agente se empaquetan preferiblemente juntos
en un blister u otro envase multicamara, o bien aparte en recipientes sellados y conectados (como bolsas de aluminio
o similares) que el usuario puede separar (p.gj. rasgando la linea marcada entre los dos recipientes).

En otra forma mas de ejecucion, la presente revelacién proporciona un kit que contiene en recipientes separados a)
un compuesto de la presente invencion y b) otro agente terapéutico como los descritos en otra parte de la exposicién.

EJEMPLOS
Materiales

El [3H] GW559090 se sintetizd a medida en Amersham de manera que contuviera cinco atomos de 3H por molécula,
proporcionando asi una actividad especifica de 76 Ci/mmol.

Todos los estudios con animales se realizaron utilizando ratones C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad, adquiridos en
Jackson Labs (Bar Harbor, ME).

Unién y adhesion celular

Se cultivaron células Jurkat J6 (linea celular de linfoblastos humanos) suspendidas en RPMI 1640 suplementado con
FCS (10%) y glutamina (2 mM). Se cultivaron células RPMI8866 (linea celular linfoide B humana) suspendidas en
RPMI 1640 suplementado con FCS (10%) y glutamina (2 mM). Se cultivaron células RBL-2H3 (linea celular baséfila
de rata) en medio Eagle modificado con sales de Earle y suplementado con L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM,
1 x aminoéacidos no esenciales, piruvato de Na 1 mM, suero de ternera fetal inactivado térmicamente al 10%.

Ensayo de saturaciéon de J6 (ensayo de filtracion): se determiné la unién del compuesto de la formula | en células
J6 humanas que expresan VLA-4. Las células J6 se recogieron por centrifugacion durante 5 minutos a 500 g y se
resuspendieron en tampén de ensayo (HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, glucosa 2 mM, MnCl2 1 mM). Cada
pocillo contenia 1 x 10 células y 10 uM de GW559090 frio, para definir las UNE (uniones no especifica), o tampon.
Se afadio [3H] GW559090 (0,02-50 nM) en un volumen final de 500 pl y se incubd durante 2 horas a 37°C. El [3H]
GW559090 unido se separo6 del libre por filtracién rapida al vacio a través de unos filtros Whatman GF/B previamente
empapados, seguida de tres lavados en tamp6n enfriado con hielo; a continuacion se afiadié centelleante a los discos
filtrantes y se midieron las desintegraciones por minuto en un contador de centelleo Beckman. La cantidad real de [3H]
GW559090 afiadida para cada concentracion de la curva de saturacion se midié contando las desintegraciones de un
alicuota de 50 pl del intervalo de dilucién marcado.

Ensayo de unidn de saturaciéon en células RBL-2H3 (ensayo SPA): el tamp6n de ensayo contenia HEPES 50 mM,
NaCl 100 mM, MnClz2 1 mM, pH 7,5 (con NaOH). Se us6 1 mg/pocillo de perlas WGA SPA. Las células se recogieron
y se resuspendieron en tampén de ensayo y se agregd 1 millén de células por pocillo en una placa de fondo blanco.
Se anadié GW559090 frio para dar una concentracion de ensayo final de 20 uM (a fin de definir la unién inespecifica)
0 solo tampdn y después se agregé [3H] GW559090 a lo largo de un intervalo de concentracién a través de la placa
(el intervalo de concentracion nominal del [3H] GW559090 fue de 0,01 hasta 200 nM). El volumen final del ensayo fue
de 250 pl. La placa se incubd a 37°C durante 2 h. Las desintegraciones se contaron por centelleo (de las perlas WGA
SPA) en un lector de placas Wallac Microbeta.

La cantidad real de [3H] GW559090 afiadido para cada concentracién de la curva de saturacion se midié contando las
desintegraciones por minuto de un alicuota de 50 ul del intervalo de dilucién marcado.

Ensayo de adhesién celular a VCAM: se recubrieron placas de microvaloracion de poliestireno de 96 pocillos con
IgG a una concentracion de 0,05 mg/ml en tampo6n de bicarbonato durante 2 horas a 37°C. Se aspir6 la solucion y las
placas se lavaron dos veces con PBS. Las placas se incubaron luego por la noche a 4°C con una dilucion 1: 4000 de
VCAM-1 del 3% de BSA en PBS. Antes de usar la VCAM-1 se aspir6 y las placas se lavaron dos veces con PBS.

Se marcaron células J6 o RPMI (dependiendo de lo requerido) con el colorante fluorescente BCECF-AM (10 uM y 6 x
10° células/ml) durante 10 minutos a 37°C, antes de eliminar el exceso por centrifugacién a 500 g durante 5 minutos,
y las células se resuspendieron a una concentracién celular de 1,2 x 107 células/ml en HBSS. Se afiadieron volimenes
iguales de HBSS que contenia el compuesto de la formula | (en un intervalo de concentracion de 38,1 pM a 10 uM) y
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células a las placas recubiertas con VCAM-1. Tras 30 minutos de incubacién a 37°C se eliminaron las células libres o
débilmente adheridas invirtiendo la placa y secandola sobre papel absorbente. Después de dos lavados con PBS y el
secado se agreg6 Triton X-100 (2% v/v). Las placas se contaron en un Wallac Viktor. Los compuestos que inhibieron
la adhesion dieron como resultado una lectura de fluorescencia mas baja.

Ensayo de adhesién celular a MAdCAM: se recubrieron placas de microvaloracion de poliestireno de 96 pocillos con
IgG a una concentracion de 0,05 mg/ml en tamp6n de bicarbonato durante 2,5 horas a 37°C. Se aspir6 la solucion y
las placas se lavaron dos veces con PBS. Las placas se incubaron luego durante la noche a 4°C con MAACAM a una
concentracion de 204,0 ng/ml de BSA al 3% en PBS. Antes de utilizar la MAdCAM se aspiré y las placas se lavaron
dos veces con PBS. Se marcaron células J6 o RPMI (segun lo requerido) con el colorante fluorescente BCECF-AM
(10 uM y 6 x 108 células/ml) durante 10 minutos a 37°C, antes de eliminar el exceso por centrifugacion a 500 g durante
5 minutos, y las células se resuspendieron a una concentracion celular de 1,2 x 107 células/ml en HBSS. Se agregaron
volumenes iguales de HBSS que contenia el compuesto de la formula | (en un intervalo de concentracion de 38,1 pM
a 10 yM) y células a las placas recubiertas con MAACAM. La adhesion tuvo lugar durante una incubacién de 30 minutos
a 37°C. Las células libres o poco adheridas se eliminaron invirtiendo la placa y secandola sobre papel absorbente.
Tras dos lavados con PBS y el secado se agreg6 Triton X-100 (2% v/v). Las placas se contaron en un Wallac Viktor.
Ensayo de adhesion celular a CS-1: se recubrieron placas de microvaloracion de poliestireno de 96 pocillos con el
CS-1 (segmento conector 1, un dominio de unidn celular de fibronectina) a una concentracion de 0,01 mg/ml en tampén
de bicarbonato durante la noche a 4°C. Se aspir6 la solucion y las placas se lavaron dos veces con PBS. Luego, las
placas se incubaron a temperatura ambiente en presencia de BSA al 3% durante 60 minutos, se sacudieron para
expulsar la BSAy se lavaron dos veces en tampén de bicarbonato. Se marcaron células J6 o RPMI (segun lo requerido)
con el colorante fluorescente BCECF-AM (10 uM y 6 x 10° células / ml) durante 10 minutos a 37°C, antes de eliminar
el exceso por centrifugacion a 500 g durante 5 minutos, y las células se resuspendieron a una concentracion celular
de 1,2 x 107 células/ml en HBSS. Se afiadieron volimenes iguales de HBSS que llevaba el compuesto de la férmula |
(en un intervalo de concentraciéon de 19,0 pM a 5 uM) y células a las placas recubiertas con CS-1. La adhesion tuvo
lugar durante una incubacion de 30 minutos a 37°C. Las células libres y débilmente adheridas se eliminaron invirtiendo
la placa y secandola sobre papel absorbente. Tras dos lavados con PBS y el secado Triton X-100 (2% v/v). Las placas
se contaron en un Wallac Viktor.

Induccion del estrés desecante, régimen de tratamiento

Se sometieron ratones C57BL/6 hembra, de 6 a 8 semanas de edad, a DS durante 5 dias (DS5), como se ha descrito
previamente (de Paiva y otros, 2006b; Niederkorn y otros, 2006). El tratamiento bilateral tépico con 1 gota ocular por
cada ojo (volumen de 2 pl) o una inyeccion subcutanea (volumen de 4 pl), 2 veces al dia, se inicio el dia 1 coincidiendo
con el DS y continu6 hasta el dia 4. El tratamiento con el compuesto de la formula | o con fosfato de dexametasona al
0,1% se compar6 con los correspondientes controles tratados con vehiculo. Los ratones fueron asignados al azar para
recibir uno de los productos de ensayo. Los ratones de control estuvieron en un ambiente no estresado (NS) mantenido
a una humedad relativa del 50-75%, sin exposicion a la corriente de aire o a la escopolamina, y no se trataron con un
producto de ensayo o control. Los efectos del tratamiento se evaluaron mediante la tincién de la cérnea con dextrano
verde Oregon (OGD), la expresion de marcadores inflamatorios en tejidos de la superficie ocular por PCR en tiempo
real, el andlisis de la poblacién celular en los ganglios linfaticos cervicales drenantes mediante analisis por FACS, y la
infiltracién de células T conjuntivales por inmunohistoquimica.

Tincién de la cérnea con OGD

La mafana del quinto dia los ratones recibieron una dosis s.c. de escopolamina. Dos horas mas tarde se evalud la
tincion de la cornea utilizando dextrano verde Oregdén (OGD-488), que es un tinte fluorescente conjugado de un tamafio
molecular de 70 kDa (sondas moleculares de Invitrogen), como se ha descrito anteriormente (de Paiva y otros, 2006b).
El procedimiento consistié en instilar 0,5 ul de OGD en la cérnea con una pipeta capilar de vidrio, 1 minuto antes de
la eutanasia. Los ratones fueron sacrificados por inhalacién de gas isoflurano, seguida de dislocacion cervical. Luego
se enjuagaron los ojos con 2 ml de BSS. El exceso de liquido se secé cuidadosamente de la superficie ocular con
papel de filtro, sin tocar la cérnea. Se tomaron imagenes digitales de ambos ojos con un microscopio estereoscopico
Nikon SMZ-1500, siendo el tiempo de exposicion de 2 segundos y las longitudes de onda de excitacién y emision de
470 nmy 488 nm, respectivamente. Se evaluaron ambos ojos de cada animal; siempre primero el ojo derecho, seguido
del ojo izquierdo. La intensidad media en la cérnea central se evalu6 a partir de las imagenes digitales con el programa
NIS Elements (version 3.0) situando una region fija de interés (un circulo de 2 mm de didmetro) sobre la cérnea central.
El programa ley¢ la intensidad media de la fluorescencia y la almacené en una base de datos (Microsoft Excel). Esta
medicion de fluorescencia en el anillo central fue realizada independientemente por 2 observadores enmascarados,
en cada ojo del raton. Al terminar el experimento se promediaron los resultados de ambos observadores usando todos
los datos recopilados durante todas las semanas de estudio (Microsoft Excel). Los resultados estan expresados como
media geométrica e intervalo de confianza del 95% de los niveles de gris.

Aislamiento de ARN y transcripcién inversa
Se aisléd ARN total de los epitelios corneales y conjuntivales, recogidos y agrupados en cada momento de los 2 ojos

(derecho e izquierdo), de ratones de control no tratados, ratones sometidos a DS durante 5 dias (DS5), ratones DS5
tratados por via topica con el compuesto de la formula | (30 mg/ml) y animales tratados con vehiculo (n = 7/grupo),
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empleando un kit de aislamiento de ARN PicoPure™ (Acturus Bioscience Inc, Mountain View, CA, EUA) siguiendo el
protocolo del fabricante. Resumiendo, se rasparon las células epiteliales de la cornea y toda la conjuntiva se corto y
se introdujo en 100 pl de tampdn de extraccién y se incubd a 42°C durante 30 minutos. El extracto celular, que habia
sido centrifugado, tratado con DNasa (Qiagen, Valencia, CA, EUA) y lavado dos veces con dos tampones de lavado
diferentes, se cargé en una columna purificada preacondicionada. El ARN se eluyé en 12 pl de tampon de baja fuerza
i6nica. La concentracion de ARN se midi6 por absorciéon a 260 nm, utilizando un espectrofotémetro (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), y las muestras se conservaron a -80°C hasta su uso. La primera cadena de
ADNCc se sintetizé a partir de 1 ug de ARN total con hexameros aleatorios, usando la transcriptasa inversa M-MuLV
(Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads; Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ) como se describid
anteriormente (de Paiva y otros, 2006a).

Reaccion en cadena absoluta de la polimerasa en tiempo real

Se us6 un alicuota de ADNc (1-4 ul) de las muestras destinadas a la PCR en tiempo real diluido en un volumen total
de 10 pl que contenia lo siguiente por reaccion: 0,3 yl de las sondas Tagman especificas de genes empleadas y 5 pl
de 2X Tagman Fast PCR Master Mix, (Applied Biosystems). La PCR en tiempo real se realizé en un sistema de PCR
en tiempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems) y los parametros consistieron en una desnaturalizacion previa a
95°C durante 22 segundos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 1 seg., hibridacién y extension
a 60°C durante 20 seg. Las muestras y los patrones se analizaron por duplicado. En todos los ensayos se incluyd un
control sin molde y ARN total sin retrotranscripcion para evaluar la PCR y la contaminacién con ADN de los reactivos
utilizados. Se usaron las siguientes sondas Tagman de raton: IL-1a (Mm00439620); MMP-9 (Mm00442991); CXCL9
(MmO004434946); TGF-B1 (Mm00441724) y HPRT-1 (Mm00446968). El gen HPRT-1 se us6 como referencia endégena
para cada reaccion. Los resultados de la PCR cuantitativa se analizaron usando el método comparativo Ct, donde el
cambio objetivo = 2-AA CT. Los resultados se normalizaron respecto al valor Cr de la HPRT-1 del grupo de control no
tratado (de Paiva y otros, 2006b)

Diseccién de los ganglios linfaticos drenantes

Se extirparon quirdrgicamente los ganglios linfaticos cervicales (GLC) drenantes, se colocaron en una placa de cultivo
redonda con ~ 8 ml de medio RPMI completo y se aplastaron entre dos portaobjetos esmerilados.

Citometria de flujo

Se prepararon suspensiones unicelulares de GLC de ratones C57BL/6, tratados en condiciones DS durante 1 dia, se
centrifugaron y se filtraron secuencialmente del modo previamente descrito (de Paiva y otros, 2009a). Luego se afiadié
1,0 ml de solucién ACT durante 30 segundos seguido de 2,0 ml de RPMI completo. Las células se centrifugaron una
vez masy se aspir6 el sobrenadante. Las células se volvieron a suspender en 2,0 ml de RPMI completo y se prepararon
para el recuento. Se usaron diez pl de azul de tripano para el recuento y las células se repartieron en tubos a 1 x 10°
células/ml. A continuacion las células se incubaron sobre hielo en 20 yl de CD16/CD32 anti-ratéon no conjugado (BD
Pharmingen, San Diego, CA), seguido de 80 ul de anticuerpo primario conjugado directamente o isotipo. Por tltimo
las muestras se lavaron con 1 ml de PBS/1% de FBS, se centrifugaron y se resuspendieron en 0,3 ml de PBS/1% de
FBS que contenia 1:1000 de PI. Las muestras se conservaron a 4°C hasta la realizacién del analisis con un citometro
de mesa BD LSRII. Los datos se analizaron con el programa BD Diva (BD Pharmingen) y FlowJo (TreeStar Inc).

Infiltracion de células T conjuntivales

Para el analisis inmunohistoquimico se extirparon los ojos y anexos de 5 ratones/grupo (n = 5), se embebieron en el
compuesto OCT (VWR, Suwanee, GA) de temperatura éptima de corte y se congelaron instantaneamente en nitrégeno
liquido. Se cortaron secciones sagitales de 8 um con un criostato (HM 500; Micron, Waldorf, Alemania) y se colocaron
sobre portaobjetos de vidrio que se conservaron a -80°C. Se realiz6 un analisis inmunohistoquimico para detectar y
contar las células en el epitelio conjuntival y en el estroma tefiidos positivamente con CD4 (clon H129.9, 10 ug/ml, BD
Bioscience, San Diego, CA). Las criosecciones se tifieron con el anticuerpo primario mencionado anteriormente y un
anticuerpo secundario biotinilado apropiado (BD Pharmingen) y Vectastain Elite ABC, empleando reactivos NovaRed
(Vector, Burlingame, CA). El anticuerpo secundario solo y el isotipo anti-ratdn apropiado (BD Biosciences) también se
usaron como controles. Se examinaron y fotografiaron dos secciones de cada animal con un microscopio provisto de
una camara digital (Eclipse E400 con un DS-FM; Nikon). Las células tefiidas positivamente se contaron en el area rica
en células caliciformes de la conjuntiva, abarcando una longitud de al menos 500 um del epitelio, a una distancia de
500 pym, mediante un programa de analisis de imagenes (NIS Elements Software, versién 3.0, BR, Nikon).

Andlisis estadistico

Debido a la distribucién sesgada de los datos de OGD, el analisis se realiz6 en la escala logzo, a fin de que los datos
se distribuyeran méas normalmente. Se promediaron los datos de logi10OGD de dos observadores y de los ojos izquierdo
y derecho. El modelo ANOVA de efectos mixtos incluyé el grupo de tratamiento como un efecto fijo y la semana como
un efecto aleatorio. Se crearon intervalos de confianza del 95% y del 99% para la enfermedad (DS de 5 dias frente al
grupo no tratado mantenido en un vivero separado) y los efectos del tratamiento con el compuesto (tratamiento frente
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a vehiculo). Como todas estas comparaciones fueron planificadas previamente (comparando cada tratamiento con su
grupo de vehiculos), no se hizo ningln ajuste para la multiplicidad. Las estimaciones del efecto del tratamiento a escala
logio y los limites de confianza se convirtieron nuevamente a la escala OGD original, representando asi la estimacién
de la relacion de las medias geométricas del grupo y sus limites de confianza. Para el andlisis de la expresién génica
se realizé una prueba T de datos independientes, a fin de comparar el tratamiento con el farmaco y el vehiculo. Para
el andlisis de citometria de flujo se usé un ANOVA bidireccional con tratamiento fijo y efectos experimentales aleatorios
a fin de comprobar las diferencias de tratamiento. El analisis fue seguido por una prueba de comparacion multiple de
Dunnett para comparar cada uno de los grupos de tratamiento con el grupo del vehiculo. La densidad de células T se
calcul6 para cada seccién y se promedio entre las secciones de cada animal. Como la distribucion de los datos de
densidad celular promedio no era normal, se analiz6 por métodos no paramétricos (procedimiento de Kruskal-Wallis,
seguido de la técnica de comparaciones mlltiples de Dunn).

Ejemplo 1 (estado técnico anterior). Farmacologia del GW559090

La union de [3H] GW559090 a células J6 humanas fue saturable y se describié en estos ensayos mediante un Gnico
sitio de union, con una Kd media de 0,19 nM (0,08-0,43) (media geométrica y 95% de LC) procedente de 4 ensayos
separados. También se comprobd un Unico sitio de unidn de alta afinidad del [3H] GW559090 a células RBL-2H3 de
rata que expresan a4B1 de rata; Kd media 1,04 nM (0,58-1,89).

Se determiné la inhibicion de la adhesion celular de a4B1 (células Jurkat J6) a VCAM-1 y al segmento CS-1 (dominio
de fibronectina), y de a4p7 (células RPMI 8866) a MAdCAM en placas de microvaloracion recubiertas. EI GW559090
inhibio la adhesion de las células J6 a VCAM-1, de forma monoféasica, con una CI50 media de 7,72 nM (2,39 -24,9).
El GW559090 también inhibio la adhesion de las células J6 a CS-1, con una CI50 media de 8,04 nM (3,05-21,2),y a
MAdCAM, de forma bifasica, lo cual corrobora la presencia de un sitio de alta y baja afinidad para la union de MAdCAM
- GW559090 en las células J6. La union RPMI 8866 - MAdCAM mide predominantemente la adhesién celular mediada
por a4f7. El GW559090 inhibié la adhesion celular de RPMI 8866 a MAdCAM, con una IC50 de 23,0 nM (20,0-26,4).
El GW559090 también inhibio la union de RPMI 8866 a VCAM-1 y CS-1 de forma monofasica simple, con unas CI50
respectivas de 4,81 nM (2,82-8,20) y 24,5 nM (valores duplicados idénticos).

Tabla 1. Union de [3H] GW559090 a integrinas a4 e inhibicién de la adhesién celular

Unién (Kd) 0431 humana 0,19 nM
041 de rata 1,04 nM

Inhibicién de la adhesion celular (CI50)  04p1 - VCAM-1 7,72 nM
04B1 - CS-1 8,04 nM
0437 - MAACAM 23,0nM

Asimismo se habia referido que el compuesto de la féormula | era muy selectivo frente a integrinas no a4, incluida la
LFA-1 (Ravensberg y otros, 2006). En los ensayos de union a radioligandos con 53 receptores y 4 transportadores no
observé ninguna inhibicién significativa mediante el compuesto de la formula | (@ 10 uM) en un examen MDS Pharma
screen.

Ejemplo 2 (estado técnico anterior). El tratamiento topico con el compuesto de la formula | evita la ruptura de la barrera
corneal inducida por desecacion.

Encontramos un aumento significativo de la permeabilidad de la cornea, medida por tincién con OGD, entre los grupos
no estresados (NS), no tratados, y los grupos de control de ojo seco (DS5, FIG. 1). Como se ha referido que la terapia
con corticosteroides mejora la enfermedad epitelial corneal del o0jo seco tanto en humanos como en ratones (de Paiva
y otros, 2006a; de Paiva y otros, 2006b; Marsh y Pflugfelder, 1999), utilizamos el tratamiento tépico con Dexametasona
(Dex) como control positivo. El tratamiento con 0,1% de Dex mejoré significativamente los valores de intensidad de la
tincion con OGD. Se estudié un nivel de dosificacion del compuesto de la formula | tan bajo como 1 mg/ml y tan alto
como 30 mg/ml. Se observé una disminucidn significativa de los valores de intensidad de la tincion con OGD para
concentraciones crecientes del compuesto de la formula | respecto a su vehiculo. La concentracion mas eficaz fue de
30 mg/ml (EIG. 1), que por lo tanto se uso en los estudios subsiguientes.

Ejemplo 3 (estado técnico anterior). EI compuesto de la férmula | actia topicamente sobre la superficie ocular.

Para explorar el efecto de la administracion sistémica del compuesto de la férmula | sobre la tincion de la cérnea se
compararon dos vias de administracion, la topica con la subcutanea (SC). Se administré una dosis idéntica por via SC
(120 pg en bolos de 4 pl) y tépica (60 ug en gotas de 2 ul a cada 0jo). Los ratones que recibieron el compuesto de la
férmula | por via sistémica también recibieron gotas del vehiculo por via topica. Como muestra la FIG. 2, y de manera
similar la FIG. 1, la dexametasona t6pica disminuy6 la absorcién de OGD. El tratamiento tépico con el compuesto de
la formula | disminuyé de nuevo significativamente la disrupcion de la barrera corneal inducida por DS, respecto a su
vehiculo. Este efecto no se observé al administrar el compuesto de la féormula | por via sistémica. Estos resultados
indican que el efecto terapéutico local del compuesto de la férmula | se logra con la administracion tépica en forma de
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gotas oculares tradicionales, lo cual representa un hallazgo sorprendente, dado el papel conocido de las integrinas en
el trafico de leucocitos desde el torrente sanguineo, que deberia requerir una exposicion sistémica al medicamento.
Esta accion local del farmaco administrado topicamente sugiere un nuevo mecanismo de accién para un antagonista
de la integrina o4.

Ejemplo 4 (estado técnico anterior). El tratamiento tépico con el compuesto de la formula | disminuye los marcadores
inflamatorios en la superficie ocular.

La EOS suele ir acompafiada de un aumento de las citocinas relacionadas con las células T, de las metaloproteinasas
de la matriz y de las citocinas inflamatorias en la cérnea y en la conjuntiva (Coursey y otros, 2014; de Paiva y otros,
2009a; Yoon y otros, 2010). Investigamos la expresién de IL-1a, TGF-B1, MMP-9 y CXCL-9 en la cérnea y la conjuntiva
utilizando ratones que fueron tratados topicamente con el compuesto de la formula | a 30 mg/ml durante 5 dias de DS
y se compararon con ratones dosificados con vehiculo. Se escogieron estos genes porque son muy inducibles por DS
(Coursey y otros, 2014; de Paiva y otros, 2009a; de Paiva y otros, 2006b; de Paiva y otros, 2006a; Yoon y otros, 2007).
La expresion del gen de mantenimiento fue semejante, tanto en los grupos experimentales como en los controles no
estresados; los grupos experimentales se calibraron respecto al control no estresado. Los resultados se presentan en
la FIG. 3.

Hubo una disminucién significativa de los transcritos de IL-1a, MMP-9, TGF-B1 y CXCL9 en las cérneas tratadas con
GW559090, en comparacion con el control de vehiculo (EIG. 3A). En la conjuntiva hubo una reduccién significativa de
la expresion de TGF-B1, pero no hubo ningun cambio respecto a IL-1a, MMP-9 y CXCL-9 (EIG. 3B). Estos resultados
indican que el compuesto de la férmula | puede disminuir los marcadores de inflamacion en la superficie ocular.

Ejemplo 5 (estado técnico anterior). El tratamiento tépico con el compuesto de la férmula | disminuye la activacién de
las células dendriticas.

Los GLC drenantes son una parte integral del ciclo inmune en la EOS (Pflugfelder y otros, 2008; Schaumburg y otros,
2011). Para determinar el impacto del compuesto de la férmula I, dado el caso, en los GLC, los ratones se sometieron
a DS durante 1 dia y se trataron por via tdpica o sistémica (subcutanea; la misma dosis de 120 pg que por via topica)
dos veces al dia con el compuesto de la formula | Los ratones a los que se administr6 el farmaco por via subcutanea
recibieron simultdneamente vehiculo por via topica en ambos ojos para simular la humectacién de la superficie ocular
producida por una gota ocular tépica. Los GLC drenantes se extirparon y se prepararon para el analisis por citometria
de flujo de las células T (CD4, CD8), monocitos (CD11b), células dendriticas (CD11c) y MHC II.

Un dia de DS produjo un incremento significativo de monocitos CD11b* en los GLC respecto a los ratones normales.
Ninguna de las demas poblaciones celulares estudiadas resultaron significativamente alteradas por DS en los GLC
drenantes. Ninguno de los tratamientos tuvo impacto en las poblaciones de células T o de monocitos CD11b*. Mientras
que las células CD11c* y CD11c*/MHC II* tendieron a aumentar por DS, aunque no significativamente, el tratamiento
tépico con el compuesto de la formula | redujo tanto las formas activadas como no activadas de CD, en comparacion
con el grupo de control de vehiculo. Ni el tratamiento sistémico con el compuesto de la formula | ni el tratamiento tépico
con fosfato de dexametasona produjeron el mismo efecto. Los resultados se presentan en la FIG. 4.

El hecho de que el compuesto de la formula | inhibiera la migracién de células presentadoras de antigeno a los GLC
y mejorara la tincioén de la cérnea en este modelo murino de ojo seco, solo al administrarlo por via tépica, pero no por
via sistémica, es un hallazgo interesante. Sugiere un efecto local mas que sistémico del antagonista de la integrina 04
en el tratamiento de la EOS. Este efecto local parece ser especifico del antagonista de la integrina a4, GW559090, y
diferenciado del tratamiento con los esteroides tépicos (fosfato de dexametasona), ya que el fosfato de dexametasona
tépico mejord esta tincién corneal relativa a la EOS, pero no la migracion de células presentadoras de antigeno a los
ganglios linfaticos drenantes. Cualquier experto en la materia puede apreciar por estas consideraciones que el efecto
terapéutico del antagonismo de integrina a4 utiliza un mecanismo Unico y novedoso.

Ejemplo 6. Estudio FC en conejos

La sal potasica del GW559090, designada aqui como GW559090A, se administr6é a conejos blancos machos de Nueva
Zelanda por via ocular tépica con una sola gota bilateral (estudio #1: n = 2 conejos/4 ojos cada vez; estudio #2: n = 3
conejos/6 ojos cada vez). En los momentos indicados (0,5, 1, 3, 6 horas después de la administracién) se recogieron
tejidos oculares y se procesaron para su analisis. Se midieron las concentraciones de GW559090 en la cérnea y en la
conjuntiva bulbar por cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).

Tras una administracion tépica unica de 40 ul (50 mg/ml) se observaron valores Cmax en la conjuntiva bulbar 1 hora
después de la dosis (Tmax) en ambos estudios. Las concentraciones medias en la conjuntiva disminuyeron de manera
general con el tiempo y fueron cuantificables hasta 6 horas después de la dosis. Tras una administracién tépica Unica
de 40 pl (50 mg/ml) se observaron valores medios de Cmax en la cérnea a las 0,5 horas después de la dosis (Tmax)
en ambos estudios. Las concentraciones medias de la cérnea generalmente disminuyeron con el tiempo y fueron
cuantificables hasta 6 horas después de la dosis. Las concentraciones medias en la cornea fueron mas altas que las
concentraciones medias en la conjuntiva a los 3 y 6 horas después de la dosis. En los tejidos de la conjuntiva y de la
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cérnea las concentraciones de aproximadamente 358 ng/ml persistieron hasta 6 horas (FIG. 6). Las concentraciones
en el tejido de la conjuntiva y de la cérnea fueron superiores a 3000 ng/ml a los 30 minutos y los niveles persistieron
por encima de 1000 ng/ml en el tejido de la cérnea a las 3 horas (FIG. 6).

Ejemplo 7. En este estudio se administr6 GW559090A por via tépica ocular a conejos blancos de Nueva Zelanda
durante 13 semanas. En este ejemplo las dosis y concentraciones estan expresadas respecto al compuesto original,
GW559090.

Se administr6 GW559090A a conejos blancos de Nueva Zelanda por via tépica ocular durante 13 semanas. Los
animales fueron dosificados seis o0 doce veces al dia, con una hora entre cada dosis. Los grupos de tratamiento fueron:
(1) vehiculo (12 veces al dia); (2) 30 mg/ml/cada vez, administrados seis veces al dia; (3) 50 mg/ml/cada vez,
administrados seis veces al dia, y (4) 50 mg/ml/cada vez, administrados 12 veces al dia.

El GW559090A se formulé como una solucién madre en tampén de fosfato 25 mM con 0,5% de cloruro sédico para
disponer de una solucion estandar de 50 mg/ml, que se utilizé para la administracién a los grupos 3 o 4, o se diluyd
adicionalmente con tampon de fosfato 25 mM con 0,75% de cloruro sédico para obtener una solucion de 30 mg/mi
destinada a la administracién del grupo 2. Los animales de control fueron tratados con el vehiculo de la disolucion de
50 mg/ml (tampon de fosfato 25 mM con 0,5% de cloruro sédico).

En el periodo de tratamiento de 13 semanas los conejos recibieron dosis oculares topicas diarias de GW559090A o
de vehiculo a un volumen de dosificacién constante de 0,06 ml (administrado 6 o 12 veces al dia, con una hora entre
dosis). La formulaciéon de producto de ensayo o vehiculo se dejé caer cuidadosamente en el parpado inferior del ojo
derecho parcialmente evertido, desde una distancia adecuada, para evitar el contacto de la pipeta de desplazamiento
positivo con el ojo. Los parpados inferior y superior se juntaron suavemente durante aproximadamente cinco segundos
para evitar la pérdida de dosis y ayudar a su distribucidn uniforme por la superficie ocular externa. El ojo no dosificado
no se manipulé en ninglin momento y sirvié como sitio de control del animal no tratado.

La instilacion de GW559090A durante 13 semanas por administracion ocular tépica de 30 o 50 mg/ml/cada vez, seis
veces al dia, o de 50 mg/ml/cada vez, 12 veces al dia, con una hora entre dosis, fue bien tolerada y no causé ninguna
alteracion ocular ni toxicidad sistémica. El nivel de efecto adverso no observado (NEANO) fue de 50 mg/ml/cada vez,
12 veces al dia, con una hora entre dosis. A esta dosis basada en los valores de la semana 13, la exposicion AUCO0-1
(0-24) fue de 19,6 (235) ng-h/ml para los machos y 35,5 (426) ng-h/ml para las hembras; la Cmax fue de 38,1 ng/ml
para los machos y 68,0 ng/ml para las hembras.

Los parametros toxicocinéticos medios compuestos del GW559090, resultantes de los conejos macho y hembra tras
la administracién ocular de GW559090A, se muestran respectivamente en la tabla 2 y en la tabla 3.

Tabla2 Parametros toxicocinéticos medios compuestos del GW559090 resultantes de los conejos macho
tras la administracion ocular de GW559090A

Machos
Parametro Periodo Dosis de GW559090 (mg/ml)
302 502 50°
Dial 7,86 (47,2) 14,4 (86,4) 12,1 (145)
Semana 4 9,23 (55,4) 17,9 (107) 11,6 (139)
AUCo-1 (AUCo-24) (ng-h/ml) Semana 13 9.10 (54.6) 17.6 (106) NA
Semana 14 NA NA 19,6 (235)
Dial 30,8 105 66,3
Conas® (ng/ml) Semana 4 51,4 80,4 41,4
Semana 13 11,8 32,2 NA
Semana 14 NA NA 38,1
Dial 0,083 0,083 0,083
Tmar® () Semana 4 0,083 0,083 0,083
Semana 13 0,083 0,083 NA
Semana 14 NA NA 0,5

6 dosis diarias

12 dosis diarias

Después de la primera dosis diaria
A:  No aplicable
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Tabla3 Parametros toxicocinéticos medios compuestos del GW559090 resultantes de los conejos hembra
tras la administracion ocular de GW559090A

Hembras
Parametro Periodo Dosis de GW559090 (mg/ml)
302 502 50°
Dia 1 4,19 (25,1) 11,0 (66,0) 7,30 (87,6)
Semana 4 10,6 (63,6) 12,6 (75,6) 13,1 (157)
AUCo-1 (AUCo-24) (ng-h/ml) Semana 13 9,83 (59,0) 15,7 (94,2) NA
Semana 14 NA NA 35,5 (426)
Dia 1 16,0 67,8 30,6
Cra® (ng/ml) Semana 4 32,4 44,4 56,6
Semana 13 23,5 49,7 NA
Semana 14 NA NA 68,0
Dia 1 0,083 0,083 0,083
Tmar () Semana 4 0,083 0,083 0,083
Semana 13 0,25 0,083 NA
Semana 14 NA NA 0,083

6 dosis diarias

12 dosis diarias

Después de la primera dosis diaria
A:  No aplicable

Z0 oo

“AUCo-24" se refiere a AUCo-1 multiplicado por el nimero total de dosis diarias, para representar la AUC total estimado
diariamente.

Ejemplo 8. Administracién ocular tépica a perros Beagle durante 13 semanas. En este estudio se us6 GW559090A.
En este ejemplo las dosis y las concentraciones estan expresadas respecto al compuesto original, GW559090.

Se administr6 GW559090A a perros Beagle por administracién ocular tépica durante 13 semanas. Los animales se
dosificaron seis 0 doce veces al dia, con una hora entre dosis. Los grupos de tratamiento fueron: (1) vehiculo (12
veces al dia); (2) 30 mg/ml/cada vez, administrados seis veces al dia; (3) 50 mg/ml/cada vez, administrados seis veces
al dia, y (4) 50 mg/ml/cada vez, administrados 12 veces al dia.

El GW559090A se formulé como una solucién madre en tampén de fosfato 25 mM con 0,5% de cloruro sédico para
disponer de una solucion estandar de 50 mg/ml, que se utilizé para la administracién a los grupos 3 o 4, o se diluyd
adicionalmente con tampén de fosfato 25 mM con 0,75% de cloruro sddico para obtener una solucién de 30 mg/ml
destinada a la administracion del grupo 2.

En el periodo de tratamiento de 13 semanas los perros recibieron dosis oculares tépicas diarias de GW559090A o de
vehiculo (12 veces al dia) a un volumen de dosificaciéon constante de 0,06 ml (administrado 6 o 12 veces al dia, con
una hora entre dosis). La formulacién de producto de ensayo o vehiculo se dejo caer cuidadosamente en el parpado
inferior evertido del ojo izquierdo, desde una distancia adecuada, para evitar el contacto de la pipeta de desplazamiento
positivo con el ojo. Los parpados inferior y superior se juntaron suavemente durante aproximadamente cinco segundos
para evitar la pérdida de dosis y ayudar a su distribucién uniforme por la superficie ocular externa. El ojo no dosificado
no se manipulé en ninglin momento y sirvié como sitio de control del animal no tratado.

La instilacién del producto de ensayo en el parpado inferior del ojo izquierdo hasta 12 veces al dia, a concentraciones
de hasta 50 mg/ml fue bien tolerada. No hubo hallazgos atribuibles a los efectos locales o sistémicos del producto de
ensayo.

En conclusion, la administracién ocular tépica de GW559090 durante 13 semanas a perros Beagle de 30 o 50 mg/ml/
cada vez, seis veces al dia, o de 50 mg/ml/cada vez, 12 veces al dia, con una hora entre dosis, fue bien tolerada y no
caus6 ninguna alteracién ocular ni toxicidad sistémica. Asi, el nivel de efecto adverso no observado (NEANO) fue de
50 mg/ml/cada vez, 12 veces al dia. A esta dosis, basada en los valores de la semana 13, los valores combinados de
la exposicion AUCo.1 de machos y hembras fueron de 11,2 ng-h/ml (la AUCo-24 estimada fue de 134 ng-h/ml); la Cmax
fue de 28,7 ng/ml.

Enlatabla 4y enlatabla 5 se muestra respectivamente un resumen de los valores toxicocinéticos del GW559090 en
los perros macho y hembra después de la administracion ocular de GW559090A.
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Tabla4 Parametros toxicocinéticos del GW559090 resultantes de los perros macho tras la administracion
ocular de GW559090A

Dosis de GW559090 (mg/ml)
Parametro Periodo 30° | 50P | 50b
Machos

Dia 1 3,82 (22,9) 18,4 (110) 36,6 (439)
AUCo-1 (AUCo-24) (ng-h/ml) Semana 4 2,27 (13,6) 8,74 (52,4) 11,8 (142)
Semana 13 3,81 (22,9) 6,36 (38,2) 10,2 (122)

Dial 7,41 52,8 69,7

Cmax (ng/ml) Semana 4 5,30 24,2 23,8

Semana 13 7,03 13,2 26,8

Dial 0,5 0,083 0,375

Tmax® (h) Semana 4 0,25 0,167 0,25

Semana 13 0,5 0,25 0,25

Después de la primera dosis diaria
6 dosis diarias

12 dosis diarias

A:  No aplicable

Z0oco

Tabla 5 Parametros toxicocinéticos del GW559090 resultantes de los perros hembra tras la administracion
ocular de GW559090A

Dosis de GW559090 (mg/ml)
Parametro Periodo 30° | 50° | 50°
Hembras
Dial 5,27 (31,6) 8,79 (52,7) 12,8 (153)
AUCo.1 (AUCo-24) (ng-h/ml) Semana 4 4,28 (25,7) 5,26 (31,6) 6,77 (81,2)
Semana 13 6,05 (36,3) 6,64 (39,8) 12,1 (146)
Dial 12,2 17,0 21,8
Cmax® (ng/ml) Semana 4 9,34 114 14,5
Semana 13 17,5 17,9 30,5
Dia 1 0,5 0,25 0,5
Tmax? (h) Semana 4 0,375 0,25 0,167
Semana 13 0,25 0,167 0,25

Después de la primera dosis diaria
6 dosis diarias

12 dosis diarias

A:  No aplicable

Z0oco

Ejemplo 9. Disefio de grupos paralelos aleatorizados, doblemente enmascarado, controlado con placebo, para evaluar
la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia del GW559090 en pacientes de 0jo seco.

Este es un estudio de dos partes. La parte 1 se realizard en uno 0 mas centros y es un ensayo abierto de tolerabilidad
del GW559090 con reduccién de dosis en voluntarios sanos. Tras la identificacion de una dosis tolerable el estudio
pasara a la parte 2. La parte 2 es un estudio prospectivo multicéntrico de grupos paralelos, aleatorizado, controlado
con placebo, doblemente enmascarado, que evalla la seguridad y la eficacia del GW559090 para el tratamiento de la
enfermedad del ojo seco (EOS). La parte 1 tendra como maximo dos grupos de tratamiento. Hasta 10 voluntarios
sanos recibiran durante un periodo de 7 dias 50 mg/ml de GW559090 en un ojo tres veces al dia. Si 10 pacientes
toleran esta dosis, el estudio pasara a la parte 2 y no se tanteara una dosis mas baja. Si los 50 mg/ml se toleran mal,
un segundo grupo de 10 voluntarios sanos recibira 30 mg/ml de GW559090 tres veces al dia en un o0jo, durante un
periodo de 7 dias. Si esta dosis se tolera, el estudio pasara a la parte 2. La evaluacién de la tolerabilidad se basara
en el analisis de los hallazgos fisicos y las respuestas al cuestionario de tolerabilidad. El estudio finalizara si no se
tolera ninguna de las dosis. La duracion maxima de la participacién de cada paciente en esta fase del protocolo sera
de 22 dias (14 dias de pruebas, 7 dias de GW559090, 1 dia de seguimiento).

En la parte 2, aproximadamente 90 pacientes con EOS moderada hasta grave entraran en un periodo de preinclusion,
durante el cual recibiran tres veces al dia una gota de placebo durante 14 dias. Tras este periodo de preinclusion con
placebo, los primeros 76 pacientes, aproximadamente, que aln satisfagan los criterios de inclusion y hayan tolerado
la dosificacion durante el periodo de preinclusion seran asignados al azar a uno de los dos grupos, en una proporcion
2:1 (GW559090: placebo). Los pacientes seran asignados aleatoriamente a la dosis mas alta tolerada de GW559090
(de la parte 1), administrada tres veces al dia, 0 a una dosis de placebo (vehiculo) tres veces al dia. Los pacientes
continuaran con su medicamento asignado hasta 12 semanas. La duracién maxima de la participacion de los pacientes
en esta fase del protocolo sera de 115 dias (14 dias de pruebas, 14 dias de placebo, 84 dias de tratamiento y 3 dias
de seguimiento).
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La parte 2 del protocolo pretende establecer una prueba de concepto en una poblacién de ojo seco. Como la eficacia
observada en los modelos preclinicos no fue inferior a la de la dexametasona, es légico esperar que se vean efectos
significativos en un biomarcador fisiolgico objetivo (tincion de la cérnea) que refleje directamente la integridad epitelial
del ojo. Un método aleatorio doble ciego es apropiado, porque hay multiples criterios de valoracion sujetos a informes
sesgados, ya sea del investigador o del paciente. Se incluye un grupo de placebo (vehiculo) porque en estudios previos
se han visto efectos placebo pronunciados, debidos en parte al efecto lubricante de las gotas oculares de vehiculo.
Por lo tanto no se puede evaluar un resultado clinico sin tener en cuenta este efecto.

Ejemplo 10. Estudio para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia del GW559090 en pacientes con 0jo seco.

En este estudio se examinaran inicialmente unos 200 pacientes con EOS moderada hasta grave. Se asignaran al azar
aproximadamente 120 pacientes a uno de los dos grupos en una proporcion 1:1 (GW559090: placebo). Los pacientes
seran asignados al azar a la dosis mas alta tolerada de GW559090 (p.ej. 50 mg/ml), administrada tres veces al dia, o
a una dosis de placebo (vehiculo) tres veces al dia. La duracion de esta fase del estudio sera de 98-101 dias (14 dias
de preinclusion con placebo, 84 dias de tratamiento y, opcionalmente, 3 dias de seguimiento).

Al finalizar un analisis intermedio, otros pacientes seran aleatorizados en un estudio de intervalo de dosis con grupos
paralelos. Si el andlisis intermedio revela una fuerte respuesta a la dosis mas alta tolerada, administrada tres veces al
dia, se asignaran al azar aproximadamente 200 pacientes a uno de los cinco grupos siguientes: placebo tres veces al
dia; 3 mg/ml tres veces al dia, 30 mg/ml tres veces al dia, 50 mg/ml tres veces al dia o 50 mg/ml dos veces al dia. Si
el andlisis intermedio pone de manifiesto una respuesta moderada a la dosis mas alta tolerada, administrada tres
veces al dia, se asignaran al azar aproximadamente 140 pacientes a uno de los cuatro grupos siguientes: placebo tres
veces al dia, 3 mg/ml tres veces al dia, 30 mg/ml de tres veces al dia 0 50 mg/ml de tres veces al dia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que contiene un compuesto de la formula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el tratamiento de una afeccién inflamatoria ocular mediante su
administracion tépica al ojo de un humano, de manera que una dosis individual del compuesto de la férmula | o de una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo estd comprendida en el intervalo de 0,01 mg hasta 5 mg en cada ojo
afectado.

2. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, de manera que la dosis individual esta
comprendida en el intervalo de 0,1 mg hasta 5 mg.

3. La composicién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual se aplica
a la superficie ocular, al saco conjuntival y/o al parpado.

4, La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual se aplica
por via subconjuntival.

5. La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, de manera que
la afeccién inflamatoria ocular es la enfermedad del ojo seco.

6. La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas
contiene uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

7. La composicién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual se formula
en forma de gotas oculares, gel, ungliento, espray o nebulizador.

8. La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual se formula
en forma de una solucién oftalmica.

9. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 8, de forma que la solucién oftalmica contiene
30 mg/ml del compuesto de la férmula | o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas
contiene uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales seleccionados del grupo integrado por (a) ciclosporina A; (b) un
esteroide escogido del grupo integrado por dexametasona base, fosfato de dexametasona, difluprednato, fluocinolona,
fluorometolona base, acetato de fluorometolona, loteprednol, acetato de prednisolona, fosfato de prednisolona,
rimexolona y aceténido de triamcinolona; y (c) un agente antiinflamatorio no esteroideo escogido del grupo integrado
por bromfenaco, diclofenaco, flurbiprofeno, ketorolaco y nepafenaco.
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