ES 2 886 723 A1

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Numero de publicacion: 2 886 723

@) Numero de solicitud: 202130717

&int. CL.:

A61K 38/44
A61K 31/728
A61K 31/198
A61P 27/02

(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

® SOLICITUD DE PATENTE A1

@ Fecha de presentacion:
23.07.2021

Fecha de publicacion de la solicitud:
20.12.2021

@ Solicitantes:

FUNDACION PARA EL FOMENTO DE LA
INVESTIGACION SANITARIA Y BIOMEDICA DE
LA COMUNIDAD VALENCIANA (FISABIO) (33.0%)
Avda. de Catalunya, 21

46020 Valencia (Valencia) ES;

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA
(22.0%);

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS. CSIC (22.0%);

UNIVERSIDAD CARDENAL HERRERA CEU SAN
PABLO (12.0%) y

UNIVERSITAT DE VALENCIA (11.0%)

@ Inventor/es:

ESCOBAR BEDIA, Francisco Javier;
MAYORDOMO FEBRER, Aloma Tadea;
PINAZO DURAN, Maria Dolores;
SABATER PICOT, Maria José y

SANZ GONZALEZ, Silvia Maria

Agente/Representante:

ELZABURU, S.L.P

Tl'tulo: COMPOSICION BASADA EN LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA ENZIMA SUPEROXIDO
DISMUTASA Y SU APLICACION EN ENFERMEDADES OCULARES

@Resumen:

La presente invencién se refiere a la composicién que
contiene una enzima perteneciente al grupo de las
super6xido dismutasas (SOD), o bien cualquier
mimico de la SOD y similares junto con &cido
hialurénico y EDTA. Dicha composicién forma parte
de una formulacion farmacéutica la cual promueve o
mantiene la salud ocular a través de la inhibicion del
dafo celular y tisular producido por radicales libres,
por lo que es util en el tratamiento y/o prevencién de
enfermedades oculares que cursan con estrés
oxidativo, o como coadyuvante de otros tratamientos
actuales existentes, asi como en tratamientos post-
operatorios para tratar y/o prevenir reacciones
adversas inflamatorias o de estrés oxidativo.
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DESCRIPCION

COMPOSICION BASADA EN LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA ENZIMA
SUPEROXIDO DISMUTASA Y SU APLICACION EN ENFERMEDADES OCULARES

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a una composicion que contiene una enzima
perteneciente al grupo de las superédxido dismutasas (SOD), o bien cualquier mimico
de la SOD, junto con acido hialurénico y EDTA o cualquiera de sus sales. Dicha
composicion forma parte de una formulacion farmacéutica la cual promueve o
mantiene la salud ocular a través de la inhibicién del dafio celular producido por
radicales libres, por lo que es util en el tratamiento o prevencion de enfermedades
oculares que cursan con estrés oxidativo, o como coadyuvante de otros tratamientos
actuales existentes. De igual modo también es Util para uso post-operatorio de cirugia
del segmento anterior ocular, y/o tratamiento laser en los que se produce una
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo.

Por tanto, la presente invencién pertenece al campo de la farmacologia o quimica

farmacéutica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las consultas oftalmolégicas atienden diariamente a un elevado nimero de pacientes
que sufren enfermedades potencialmente causantes de discapacidad visual y ceguera,
y otras muchas consultas por problemas oculares de muy diversa indole. Hay que
destacar aquellas que afectan a los errores refractivos (miopia, hipermetropia
astigmatismo, presbicia), a superficie ocular (sindrome de ojo seco, queratocono,
distrofias corneales), y las que afectan a la retina o al nervio Optico (retinopatias,
accidentes vasculares retinianos, degeneracion macular y/o neuropatias Opticas), asi
como patologias neurodegenerativas (glaucoma, distrofias retinianas hereditarias y
sindromes genéticos). Todos ellos, desde los mas leves hasta los mas graves, tienen
en comun procesos patogénicos tales como el estrés oxidativo, la inflamacién y/o la

apoptosis.

El estrés oxidativo surge cuando hay un desequilibrio entre la produccion de las
especies reactivas del oxigeno (EROs) y la capacidad del sistema biologico de
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contrarrestarlos (sistemas antioxidantes) en favor de las primeras. Es decir, el estrés
oxidativo se debe al aumento de la actividad pro-oxidante y/o a la reduccion de los
mecanismos de defensa antioxidantes, o bien al fracaso de los mecanismos
reparadores del dano oxidativo a nivel celular y tisular. En condiciones normales el

oxigeno (O2) se reduce tetravalentemente a H>O. Sin embargo, la reduccién
incompleta del oxigeno genera EROs, entre ellas el anion superoxido (O27), el cual en
presencia de metales (Fe, Cu, Cr, Ni) induce la formacién del perdxido de hidrogeno
(H20-) y radical hidroxilo (OH") siendo estas especies de oxigeno muy nocivas para las

células, tejidos, 6rganos y sistemas (Figura 1).

En este contexto, la enzima superoxido dismutasa SOD es la primera barrera de
defensa frente a la agresion oxidativa, ya que ejerce un papel protector contra el estrés

oxidativo catalizando la dismutacion del radical altamente toxico denominado anién

superéxido (O27) en O y Hx0o, el cual finalmente se transforma en un compuesto

totalmente inocuo como el agua. Dado que se ha demostrado que el radical O>” es un

importante mediador del dafio tisular y de la disfuncidbn organica en diferentes
procesos (i.e. inflamacion, apoptosis, citotoxicidad/excitotoxicidad, angiogénesis), y
puesto que la enzima SOD es un potente antioxidante capaz de bloquear la formacién

de radical O>" se ha buscado elaborar una terapia para normalizar la actividad del

sistema de detoxificacion celular y disminuir los niveles de EROs a nivel ocular,
basada en la actividad redox de la enzima SOD (S. Di Meo, T. Reed, P. Venditti, V. M.
Victor, Role of ROS and RNS Sources in Physiological and Pathological Conditions,
Oxid. Med. Cell Longev., 2016, 2016: 1245049).

El uso de la enzima SOD para el tratamiento de enfermedades asociadas al estrés
oxidativo es conocido en el estado del arte. De hecho, en antiguas invenciones se
describe el uso de composiciones farmacéuticas conteniendo enzima SOD para
administracién topica con objeto de prevenir y tratar enfermedades oculares
(US2003/0228299). Ademas, en otras invenciones como la descrita en WO03/082081
se describe el uso de un compuesto (i.e. SOD) en administracion tépica, intravitrea, y
sistémica para reducir la cantidad de metabolitos de EROs vy tratar asi el dafo

intraocular.

Por otra parte, la administracion de SOD por via oral ha estado limitada debido a la
3
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degradacion de la enzima a través del tracto digestivo. Se sabe que la ruta de
administraciéon es un factor critico en cualquier intervencion terapéutica. Para superar
este problema se ha descrito el uso de gliadina de trigo (un biopolimero o proteina que
se encuentra en la harina de trigo) para proteger la enzima SOD de la degradacién
digestiva (GliSODInR (Isocell)). De hecho, se ha demostrado que la actividad catalitica
de SOD es preservada por este biopolimero durante la administracion oral,
permitiendo su administracion a través de esta via (I. Vouldoukis, D. Lacan, C.
Kamate, P. Coste, A. Calenda, D. Mazier, M. Conti, B. Dugas, Journal of
Ethnopharmacology, 2004,94(1), 67-75).

En paralelo a la proteccion de tipo enzimatico contra el estrés oxidativo también
existen productos no enzimaticos, como los exdgenos que se ingieren con la
alimentacioén, entre los que destacan las vitaminas (A, C, E), los metales como Zn, Se,
Mn, los carotenoides (luteina, zeaxantina), flavonoides (catequinas, quercetinas,
antocianidinas), y los &acidos grasos omega 3, o como los endégenos entre los que
destacan el glutatiéon y la coenzima Q10. Todos ellos se suelen emplear también como
antioxidantes. En los documentos US2005/0032914, US2010/0159029 vy
WQ02009/129859, se describen composiciones para administracion oral de luteina,
zeaxantina en combinacion con otros productos antioxidantes los cuales protegen la
vision, disminuyen la sintomatologia de diversas enfermedades oculares y enlentecen
el curso de la degeneracion macular seca o atréfica, y promueven la salud ocular en

general.

Por otra parte, en el documento CN101243875 se describe un preparado que contiene
luteina y beta-caroteno para incrementar la actividad de la SOD protegida por gliadina.
Aparentemente la luteina sola es menos eficiente para incrementar la actividad de la
enzima SOD que en combinacién con b-caroteno, destacando este efecto sinérgico.
Otra invencién mas reciente describe la preparacion de un preparado para ser
administrado por via oral conteniendo un extracto vegetal de la enzima SOD protegida
con un polimero en asociacién con luteina y zeaxantina (US 2013/0195985).

EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado una solucién isotonica estable que incorpora SOD,
acido hialurénico y EDTA o sus sales que distingue a este preparado de otros que se
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comercializan en la actualidad, ya que ademas de las propiedades humectantes,
lubricantes, regeneradoras y protectoras de la superficie ocular que aporta el acido
hialurénico, la sal EDTA actia como agente quelante de cationes metélicos libres (i.e.
cobre, hierro, manganeso,..) que pueden catalizar reacciones de oxidacion, por lo que
ejerce un efecto sinérgico potenciador de la actividad antioxidante de la enzima SOD.
Por otra parte, con la formulacién de todos estos componentes en un mismo

preparado se consigue una solucion de la enzima estable a largo plazo (2 meses).

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién que
comprende:
- enzima superéxido dismutasa (SOD), en una concentraciéon de entre 0,002
U/ml a 30.000 U/ml.
- acido hialurénico o cualquiera de sus sales, en una concentracién de entre
0,0001 y 10% en peso por volumen respecto a la composicién total,
- &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) o cualquiera de sus sales, en una
concentracion de entre 0,0001 a 10% en peso por volumen respecto a la
composicion total, y
- un tamponador de pH que se selecciona de entre citrato, fosfato, ascorbato,
borato.

La enzima SOD se refiere a cualquiera de las 4 proteinas isomorfas conocidas de esta
enzima, por lo que, preferiblemente, la SOD de la composicion de la invencién se
selecciona entre Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD y Fe-SOD. Més preferiblemente, dicha
SOD es Cu/Zn-SOD.

La enzima SOD de la composicién de la invencion se refiere a enzima SOD de origen
natural (origen vegetal, animal o humano) o de origen sintético, preferiblemente de

origen animal.

En el caso de enzima SOD de origen natural, no procede de ningln organismo
modificado genéticamente (OMG). En la més preferible de las realizaciones, se trata
de una enzima SOD (Cu/Zn-SOD) de origen animal procedente de células de

mamifero (eritrocitos de bovino).

En el caso de enzima SOD de origen sintético, se refiere a SOD recombinante, tanto
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de origen vegetal como animal. Por ejemplo, una secuencia de enzima SOD de origen
humano clonada y producida en un sistema procariota, tal como por ejemplo una
bacteria. O bien, una secuencia de enzima SOD de origen humano clonada y
producida en un sistema eucariota, tal como por ejemplo un hongo o una célula de un
mamifero (i.e. células CHO). O bien, una secuencia de enzima SOD de origen humano

clonada y producida en un sistema virico, tal como por ejemplo un baculovirus.

También se consideran para la composicion de la invencion cualquier mimico de la
SOD, que se entienden como analogos funcionales de esta enzima de bajo peso
molecular; entre ellos cabe destacar complejos metélicos que actien como agentes
farmacologicos bloqueando la produccidon de radicales, especialmente el anidén radical
superéxido, entre otros. También moléculas organicas, inorganicas y metaloorganicas

que actuen como analogos funcionales blogueando la formacion de radicales.

Preferiblemente, la SOD de la composicion de la invencién esta en una concentracion
de entre 0,2 a 20.000U/ml, mas preferiblemente entre 1 y 500 U/ml y adn mas
preferiblemente entre 10 a 250 U/ml. 1 mg de SOD puede estimarse aproximadamente
como 3.000 U y estas unidades en la presente invencién son referidas a los ml totales
de la composicion aqui descrita.

Preferiblemente, el acido hialurénico de la composicién esta una concentracion de
entre 0,05 a 5% de peso por volumen respecto a la composicion total y ain mas
preferiblemente 0,1% de peso por volumen respecto a la composicién total.

Preferiblemente, el EDTA de la composicién esta una concentracion de entre 0,05 a
5% de peso por volumen respecto a la composicion total y mas preferiblemente 0,1%
de peso por volumen respecto a la composicion total.

Preferiblemente, el EDTA de la composicidn de la invencion esta en forma sal sodica.
Preferiblemente, los posibles tamponadores arriba mencionados estan en forma de sal
sodica. Preferiblemente, el tamponador de la composicion de la invencion es borato

sodico.

Preferiblemente, la composicién de la invencién comprende ademdas una sal que se
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selecciona de entre NaCl, KCIl, MgClz, CaCl.. Mas preferiblemente, la sal es NaCl.

Preferiblemente, la composicion de la invencién esta caracterizada por tener un pH de
entre 7 a 7,5. Mas preferiblemente, caracterizada por tener un pH de 7,3.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composiciébn farmacéutica que
comprende la composicién segun se ha descrito anteriormente y al menos un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, esta composicion farmacéutica esta formulada en forma de colirio,

solucién de lagrimas artificiales, solucion inyectable, espray, gel, unglento o crema.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la composicién segiun se ha descrito

anteriormente para su uso como medicamento.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la composicion segun se ha descrito

anteriormente para uso en el tratamiento o prevencion de enfermedades oculares.

Preferiblemente, la enfermedad ocular se selecciona de entre sindrome de 0jo seco,
conjuntivitis con componente inflamatorio, blefaritis cronicas, queratitis no infecciosas,

queratocono, uveitis no infecciosas y/o glaucoma.

Preferiblemente, la composicion de la invencién también se puede usar en el
tratamiento y/o prevencién de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo producidos
en post-operatorio de cirugia ocular, particularmente del segmento anterior ocular y/o

tratamientos con laser.

Los ejemplos de la via de administracion de la composicién de la invencion incluyen
administracién sistémica (por ejemplo, administraciéon oral o inyeccién), administracién
tépica (por ejemplo, instilaciéon ocular, ungliento para los ojos, lagrimas artificiales),
administracién periocular (por ejemplo, administracion de capsulas sub-Tenon),
administracién conjuntiva, administracién intraocular, administracion subretiniana,
administracién supracoroidea, administracion retrobulbar y similares. La via de
administracién de la composicion de la presente invencion puede determinarse

apropiadamente segun si la aplicacion a una enfermedad oftédlmica asociada a estrés
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oxidativo tiene como objetivo la profilaxis o el tratamiento y similares. La via de

administracién preferida es una administracion topica oftalmica.

La composicion de la presente invencion se administra preferiblemente a un sujeto
particularmente humano, bien sea después del diagnéstico del riesgo de enfermedad
oftdlmica, antes de iniciar un posible tratamiento de la misma (es decir como
tratamiento profilactico) o bien después del inicio de una enfermedad oftélmica
diagnosticada (como tratamiento terapéutico). El plan de tratamiento puede
determinarse apropiadamente de acuerdo con el tipo de ingrediente activo a usar,
dosis, via de administracién, causa y, cuando sea necesario, el nivel de sintomas

subjetivos de una enfermedad oftalmica.

La dosificaciéon (dosis) de la composicion de la presente invencién para un sujeto
particularmente un ser humano, sera una cantidad suficiente para proporcionar una
respuesta deseada en este Ultimo, por lo que la administracion tendra lugar por un
periodo de tiempo razonable. La dosis se determina apropiadamente de acuerdo con
varios factores que incluyen la concentracion del ingrediente activo a usar, la edad, la
especie, los sintomas, el estado de la enfermedad, el peso corporal y la gravedad de
la enfermedad del sujeto de administracion, la via, el momento y la frecuencia de la
administracién y similares. La dosis también se puede controlar de manera apropiada
de acuerdo con la ruta, el momento y la frecuencia de la administracion y similares.
Dependiendo del sintoma o estado de la enfermedad, puede ser necesario un
tratamiento a largo plazo que implique la administracion de varias dosis al dia.

La composicién de la presente invencion contiene preferiblemente un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" y, como ingrediente activo, SOD en una cantidad
suficiente para tratar profilacticamente o terapéuticamente una enfermedad oftalmica
como por ejemplo las mencionadas anteriormente. El vehiculo puede ser cualquiera
siempre que incorpore el medicamento y no esté particularmente limitado excepto
cuando lo sea por elementos fisicoquimicos a considerar (por ejemplo, solubilidad y
falta de reactividad con el compuesto o influencia sobre la estructura de la SOD) y via

de administracion.

La forma de administracion (forma de dosificacion) de la composicion de la presente
invencién no esta particularmente limitada y se puede administrar en varias formas

para lograr una accion terapeéutica o profilactica deseada.
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La composicion de la presente invencion puede contener otro compuesto
farmacéuticamente activo siempre que no inhiba el efecto de la SOD.

La composicién de la presente invencion se puede administrar simultaneamente con
otro compuesto farmacéuticamente activo siempre que no se altere el efecto de la
presente invencién. La "administracién simultanea" significa la administraciéon de otro
compuesto farmacéuticamente activo simultdneamente (por ejemplo, en la misma
preparacion o en una preparacion diferente) por la misma o diferente via de
administracién antes o después de la administracion de la composicion de la presente

invencion.

Ademas, la presente invenciéon proporciona un método para tratar enfermedades
oftdlmicas que comprende un paso de administrar, a un sujeto que necesita el
tratamiento, la composicién de la invencion en una cantidad suficiente para tratar al

sujeto de la enfermedad y/o prevenir el desarrollo de posibles patologias oftalmicas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Transformacion de Oz en EROs.

Figura 2. Representacion gréafica (en diagrama de barras y grafica de puntos) de la
actividad (Cl%) de la enzima SOD con el tiempo en solucion de lagrimas artificiales a
tres concentraciones distintas: Composicion A: Color gris claro: 20,3 U/ml;
Composicién B: Color gris oscuro 56,4 U/mL; Composicién C: Color negro 169,2 U/mL,
determinada a -21°C, +4°C y +25°C.

Figura 3. Representaciéon del peso corporal semanal para los tres grupos de estudio.
A) Ratones tratados con 20.3U/mL SOD, B) Ratones tratados con 56.4U/mL SOD y C)
Ratones tratados con 169.2U/mL SOD.

Figura 4. Prueba de tincion con fluoresceina. A) Ambos ojos antes de retirar el
exceso. B) Ojo derecho y C) Ojo izquierdo. Ambos ojos dan un resultado negativo,

indicativo de ausencia de Ulceras en la cérnea.
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Figura 5. Presiones intraoculares determinadas semanalmente en los tres grupos de
ratones bajo estudio. En los ojos derechos se instila tampén de lagrima como control
(barras rayadas) y en el ojo izquierdo se instila tampén lagrima+ SOD (barras sélidas).
Las dosis de SOD son: A) 20.3U/ml, B) 56.4U/ml y C) 169.2U/ml.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La presente invencién se ilustra con los siguientes ejemplos:

Ejemplo 1: preparacion de las composiciones oftalmicas.

Composicién A: Inicialmente, se prepara una solucion isotonica tamponada de
lagrimas artificiales en la que se incorpora la enzima SOD a la concentracién de 20.3
U/ml (U/ml = Unidades/mililitro). La solucién de lagrima artificial se prepara en un
envase de vidrio de color topacio para protegerla de la luz. La composicion de la
lagrima artificial es la siguiente: &cido hialurénico (0,1%), edetato disédico (0,1%),
NaCl y &cido boérico/ borato soédico (pH: 7,3).

Composicién B: Inicialmente, se prepara una solucion isoténica tamponada de
lagrimas artificiales en la que se incorpora la enzima SOD a la concentracion de 56.4
U/ml (U/ml = Unidades/mililitro). La solucién de lagrima artificial se prepara en envase
de vidrio de color topacio para protegerla de la luz. La composicion de la lagrima
artificial es la siguiente: acido hialurénico (0,1%), edetato disédico (0,1%), NaCl y acido
bérico/ borato sodico (pH: 7,3)

Composicién C: Inicialmente, se prepard una solucion isotonica tamponada de
lagrimas artificiales en la que se incorpora la enzima SOD a la concentracion de 169.2
U/ml (U/ml = Unidades/mililitro). La solucién de lagrima artificial se prepara en un
envase de vidrio de color topacio para protegerla de la luz. La composicién de la
lagrima artificial es la siguiente: &acido hialurénico (0,1%), edetato disddico (0,1%),
NaCl y &cido borico/ borato sédico (pH: 7,3).

Ejemplo 2: determinacién de la actividad antioxidante de las composiciones de la

invencion

La determinacion de la actividad de la enzima SOD en las tres composiciones A, By C
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preparadas (20.3 U/ml, 56.4 U/mly 169.2 U/ml) y a tres temperaturas distintas (-20, +4
y +25°C) se realiza de forma periddica mediante el método de McCord-Fridovich. Este
método cuantifica de forma indirecta la capacidad de la enzima para catalizar la

reaccién de dismutacion del anién superéxido (O27) en H202 y O2 empleando métodos
colorimétricos. Concretamente mide la variacién de la velocidad de reduccion del
colorante nitroazul de tetrazolio (NBT) por parte del anion superéxido (O27) a formazan

(A= 532 nm), en base a la variacién de la absorbancia de este ultimo. A partir de este
dato de absorbancia se puede obtener el coeficiente de inhibicion Cl(%) (eq. 1) de la
enzima SOD en lagrimas artificiales a diferentes concentraciones y temperaturas,
siendo este un dato crucial que va a aportar informacién sobre la actividad y
estabilidad de la enzima:

CI (%) = 222100 (eq. 1)
(1]

Cl (%)= coeficiente de inhibicion expresado en porcentaje
Ry = velocidad de reduccién de NBT en ausencia de SOD
R« = velocidad de reduccion de NBT en presencia de X unidades de SOD

Tal como se desprende de los resultados analiticos representados en las figuras 2-5,
puede decirse que en general los valores iniciales de Cl (%) de la enzima SOD se
mantuvieron estables durante todo el periodo de tiempo (2 meses) que duraron los
ensayos de las tres composiciones 1, 2 y 3 (20.3 U/ml, 56.4 U/mly 169.2 Uml) y a
temperaturas diferentes (-20, +4 y +25°C).

Por todo ello puede concluirse que la enzima SOD mantiene integramente su actividad
original, e incluso gran parte de ella, en las soluciones isotdnicas y tamponadas de
lagrimas artificiales dentro del rango de concentraciones y temperaturas estudiados en
los ensayos y a tiempos relativamente largos de almacenamiento (2 meses).

Ejemplo 3: ensayos biolégicos

Los ensayos bioldgicos se llevaron a cabo en tres grupos de ratones, cada uno tratado
con una de las composiciones 1, 2 y 3 respectivamente, durante 4 semanas (2
instilaciones/dia; 1gota/instilacién). Durante las cuatro semanas de los ensayos, la
media de los pesos corporales de cada grupo de ratones no presentaba diferencias
estadisticamente significativas. No obstante, se aprecié una tendencia al aumento
progresivo del peso corporal con el paso del tiempo para cada grupo (Figura 6). En
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cuanto a la alimentacién y el comportamiento de los animales, no se encontraron

diferencias significativas entre los diferentes grupos de ratones.

Continuando con los ensayos se llevd a cabo una exploracién oftalmolégica
continuada y seriada de los tres grupos de ratones en la que no se apreciaron lesiones
en los anejos oculares (regién orbitaria, parpados y pestafas) en ninguno de los
grupos de ratones a lo largo de todo el experimento (4 semanas).

Los ensayos clinicos mostraron que todos los ratones presentaban integridad de las
estructuras de la superficie ocular, con una buena transparencia corneal, sin aparicién
de Ulceras ni leucomas. Para este estudio se utilizd el test de fluoresceina, el cual
mostro que el estado de la conjuntiva y la cérnea eran totalmente normales en los tres
grupos de ratones durante las 4 semanas de estudio (Figura 7). Finalmente, se
tomaron las presiones intraoculares para cada ratén de forma semanal durante 4
semanas. Los resultados de las presiones intraoculares no mostraron diferencias
significativas dentro de cada semana comparando los tres grupos de estudio tanto
para el ojo izquierdo Ol (experimental) y como el ojo derecho OD (control) (p>0.05)
(Figura 8).

Los ensayos en ratones indican que la instilacion diaria (2 instilaciones al dia; 1
gota/instilacion) durante 4 semanas no presenta ningun efecto nocivo sobre el
segmento anterior y anejos oculares. Este es un muy buen resultado que confirma la
tolerabilidad de la instilacion y la ausencia de toxicidad derivada de las

administraciones seriadas.
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REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende:

- enzima superéxido dismutasa (SOD), en una concentracion de entre
0,002 U/ml a 30.000 U/ml.

- &cido hialurénico o cualquiera de sus sales, en una concentracion de
entre 0,0001 y 10% de peso por volumen respecto a la composicidén
total,

- &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) o cualquiera de sus sales, en
una concentracion de entre 0,0001 a 10% respecto a la composicion
total y

- un tamponador de pH que se selecciona de entre citrato, fosfato,
ascorbato, borato.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha SOD se
selecciona entre Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD y Fe-SOD.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dicha SOD es
Cu/Zn-SOD.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
la que dicha SOD puede ser de origen vegetal, animal, humano o sintético.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicha SOD es

de origen animal.

La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en

la que la SOD esta en una concentracion de entre 0,2 a 20.000 U/ml.

La composicion de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la SOD esté
en una concentracion de entre 1 a 500 U/ml.

La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en la que la SOD esta
en una concentracion de entre 10 a 250 U/ml.
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La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en
la que el &cido hialurénico, estd una concentracion comprendida entre 0,05
y 5% de peso por volumen respecto a la composicion total.

La composicion de acuerdo la reivindicacion 9, en la que el acido
hialurénico estd en una concentracion de 0,1% de peso por volumen

respecto a la composicion total.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en la que el EDTA, esta una concentracion comprendida entre 0,05 a 5% de
peso por volumen respecto a la composicion total.

La composicién de acuerdo la reivindicacion 11, en la que el EDTA esta en
una concentracion de 0,1% de peso por volumen.

La composiciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
en la que el EDTA esta en forma de sal sédica.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en
la que el tamponador es borato sédico.

La composiciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,
que comprende ademas una sal que se selecciona de entre NaCl, KClI,
MgCl., CaCl.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que la sal es
NaCl.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizada por tener un pH de entre 7 a 7,5.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 17, caracterizada por tener
un pH de 7,3.

Composicién farmacéutica que comprende la composicién segun cualquiera
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de las reivindicaciones 1 a 18 y al menos un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 19, en la que dicha
composicion farmacéutica estd formulada en forma de colirio, solucién de

lagrimas artificiales, solucién inyectable, espray, gel, ungliento o crema.

Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 18 para uso como

medicamento.

Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 18 para uso en el

tratamiento y/o prevencion de enfermedades oculares.

Composicién para uso segun la reivindicacién 22, donde la enfermedad
ocular se selecciona de entre las siguientes: sindrome de ojo seco,
conjuntivitis con componente inflamatorio, blefaritis crénicas, queratitis no

infecciosas, queratocono, uveitis no infecciosas y/o glaucoma.
Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 18 para uso en el
tratamiento y/o prevencién de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo

producidos en post-operatorio de cirugia ocular.

Composicién para uso segun la reivindicacién 24, donde el post-operatorio

es en cirugia del segmento anterior ocular y/o tratamiento laser.
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