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@Resumen:

Compuestos para su uso en la prevencion y/o
tratamiento de la inflamacion y el estrés oxidativo del
segmento anterior del ojo.

La presente invencion se refiere a hidroxitirosol (HT),
oleuropeina (OL), a sus derivados, 0 a composiciones
que comprenden dichos compuestos de forma
separada o en combinacién, para su uso en el
tratamiento y/o prevencion de la inflamacion y del
estrés oxidativo ocular en el segmento anterior del
o0jo. La presente invencion también se refiere al uso
de dichos compuestos para la preparacion de
soluciones de limpieza y/o mantenimiento para lentes
de contacto.
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DESCRIPCION

Compuestos para su uso en la prevencidon y/o tratamiento de la inflamacién y el estrés

oxidativo del segmento anterior del ojo

CAMPO DE INVENCION

La presente invencién se refiere a los compuestos hidroxitirosol (HT), oleuropeina (OL), 0 a
una composicion que comprende cada uno de ellos o su combinacién, para su uso en el
tratamiento y/o prevencion de la inflamacion ocular, del estrés oxidativo ocular y/o de
enfermedades oculares que cursan con inflamacion y/o estrés oxidativo del segmento anterior
del ojo. Asimismo, la presente invencion se refiere al uso de los mismos para la preparacion

de soluciones de limpieza y mantenimiento de lentes de contacto.

Por tanto, esta invencién pertenece al campo de la oftalmologia.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La inflamacién del ojo y los tejidos circundantes se ha convertido en un tema candente en
oftalmologia, que involucra varias &reas de la medicina: medicina interna, cirugia,
investigacion basica, fisiologia, farmacologia, microbiologia, inmunologia, reumatologia, o
farmacologia. Dicha inflamacién es uno de los problemas con mayor incidencia en patologia
oftdlmica. Los pacientes a menudo describen la inflamacion como enrojecimiento, hinchazon,
picazon, formacion de exudado y afectacion del ojo contralateral. Los signos y sintomas son
similares, sin embargo, la etiologia puede variar. Las intervenciones quirdrgicas, los alérgenos
del medio ambiente, el uso de lentes de contacto, la colonizacion microbiana, el epitelio de
animales y las reacciones a los medicamentos topicos son algunas de las causas de la
inflamacién ocular. El tratamiento puede ser inespecifico (atacando la etiologia) o especifico
(reduciendo los sintomas inflamatorios), mientras que también se aplica un enfoque
combinado. En relacion con el primer enfoque, los corticosteroides se han utilizado como
medicamento de eleccidon, aunque debido a sus efectos adversos, la tendencia actual es a
reemplazarlos en la medida de lo posible por medicamentos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) (Thadani SM., Foster CS., 2004, Pediatr Drugs, 6: 289-301), debido a sus efectos
adversos. Los AINE funcionan inhibiendo la actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX-
1 y/o COX-2). En las células, estas enzimas estan involucradas en la sintesis de mediadores

biolégicos clave: las prostaglandinas, que estan implicadas en la inflamacién, y los
2
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tromboxanos, que estan involucrados en la coagulacion de la sangre. Sin embargo, la
inflamacién ocular ocurre principalmente por la activacion del sistema de citocinas, la

activacion del sistema del complemento y la infiltracién celular inicial en los tejidos.

La inflamacion es posible en cualquiera de las estructuras oculares, mientras que sus
caracteristicas pueden variar segun el area del ojo en la que se produce. Por lo tanto, la
inflamacién infecciosa o no infecciosa puede ocurrir en los anejos oculares o en el globo
ocular, asi como en el nervio 6ptico. La uveitis es la inflamacién relacionada con el globo
ocular (incluido el &rea intraocular y periorbital), mientras que varias enfermedades son
causadas por la inflamacién de la superficie ocular (blefaritis, conjuntivitis, queratitis,
afecciones del limbo esclerocorneal y patologia lagrimal, incluida la enfermedad de ojo seco
— EOS). Recientemente, ha quedado claro que algunos trastornos asumidos como no
inflamatorios, como la degeneracién macular relacionada con la edad y el edema macular
secundario a la retinopatia diabética u oclusion de la vena retiniana, dependen de algunos
mediadores inflamatorios y, por lo tanto, deben tratarse, al menos parcialmente, como

trastornos inflamatorios.

La prevalencia de personas con enfermedades inflamatorias de la superficie ocular, como la
EOS, en Asia y Europa varia del 5 al 50% (dependiendo de los criterios diagnosticos
utilizados). Ademas, su carga econdmica es considerable, debido a los costes indirectos
provocados por la reduccién de la productividad laboral del paciente (Craig J.P., 2017, The
Ocular Surface, 15(4): 802—-812).

El EOS es un trastorno complejo de la superficie ocular que no puede caracterizarse por un
solo proceso, signo o sintoma. Se caracteriza por una pérdida de la homeostasis de la pelicula
lagrimal, acompafiada de sintomas oculares, en los que la inestabilidad y la hiperosmolaridad
de la pelicula lagrimal, la inflamacion y el dafio de la superficie ocular y las anomalias
neurosensoriales desempefian un papel etioldgico. La clasificacién clinica del EOS se basa
tanto en sintomas como en signos, y puede diferenciarse de otras enfermedades de la
superficie ocular con el uso de preguntas de categorizacion y pruebas auxiliares para
pacientes sintomaticos o asintomaticos (Craig J.P., 2017, The Ocular Surface, 15(4): 802—
812).

Con respecto a la inflamacién ocular, la respuesta inflamatoria crénica desempefia un papel
clave en la patogénesis del EOS. La evidencia acumulada en la clinica también lleva a la

conclusion de que la inflamacion inmune es una caracteristica comun, mientras que las
3
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correlaciones entre las moléculas inflamatorias y los datos clinicos sugieren que la inflamacion
puede ser responsable de algunos de los sintomas y signos clinicos. En resumen, la
inflamacién inmune y la posterior apoptosis son el mecanismo clave de la lesién tisular, como
la causa y/o consecuencia del dafio celular. Por lo tanto, es légico pensar que la terapia
antiinflamatoria y/o las estrategias inmunomoduladoras pueden desempefiar un papel

importante en el tratamiento del EOS.

El proceso inflamatorio de las glandulas lagrimales y la conjuntiva estd relacionado
principalmente con la via de las citocinas y las quimiocinas. Se han encontrado niveles
aumentados de varias citocinas y quimiocinas en varios estudios en lagrimas y/o epitelios
conjuntivales y corneales de pacientes con EOS y de modelos experimentales de animales
con EOS. Se ha demostrado que la interleucina (IL)-1a, IL-6, IL-8 / CXCL8 y el factor de
necrosis tumoral (TNF)-a aumentan en las lagrimas y el epitelio conjuntival de pacientes con
EOS. Ademads, los niveles de IL-10, MIP-1a/CCL3, IFN-y e IL-1B en las lagrimas de pacientes
con EOS también se correlacionaron con los parametros clinicos de EOS, desempefiando un
papel importante en la coordinacion y persistencia del proceso inflamatorio (Calonge M, 2010,

Ocular Immunology & Inflammation, 18(4), 244-253).

Con respecto al estrés oxidativo, ocurre cuando el nivel de especies de oxigeno reactivas
(ROS) producidas en células y tejidos excede los niveles normales. Las ROS son tipos de
radicales libres (un &tomo con uno o mas electrones no apareados) que desempefian un papel
beneficioso en la sefializacion celular y la homeostasis celular general. Se producen por
multiples mecanismos enddégenos como, por ejemplo, reacciones inflamatorias o isquemia; y
mecanismos exdégenos como, por ejemplo, la exposicion a la luz ultravioleta. Los antioxidantes
presentes de forma natural en los tejidos generalmente controlan los niveles de ROS, pero el
exceso de ROS reacciona con proteinas, lipidos u otros componentes celulares cercanos,
produciendo efectos impredecibles, acumulativos y a menudo perjudiciales sobre la funcién
celular normal. A nivel ocular se han identificado altos niveles de ROS y estrés oxidativo en la
pelicula lagrimal de pacientes y modelos animales con EOS (Nakamura S, 2007, Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 48, 1552-1558).

Mientras los altos niveles de ROS dentro de las mitocondrias provocan el estrés oxidativo y el
dafio potencial de los organulos, las ROS fuera de las mitocondrias pueden estar involucradas
en el proceso inflamatorio, En particular, las citocinas proinflamatorias, como la IL-13, pueden

estimular las ROS a niveles que pueden provocar lesiones oxidativas en los tejidos v,
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posteriormente, inflamacion (Mittal M, 2014, Antioxidant & Redox Signaling, 20(7): 1126—
1167).

Ademas de las ROS, el estrés oxidativo en el ojo puede provocar la generacioén de especies
que contienen nitrégeno y el aumento de la actividad de mieloperoxidasa (MPO) y xantina
oxidorreductasa/xantina oxidasa en el epitelio conjuntival y otras areas. Ambos casos han sido
validados en muestras de pacientes con EOS (Augustin A.J., 1995, Graefes Arch Clin Exp
Ophthalmol., 233(11): 694-8). También es importante tener en cuenta que el proceso oxidativo
y la produccién extensiva de ROS, también pueden dafiar la capa lipidica de la pelicula
lagrimal, causando peroxidacion lipidica, y, por lo tanto, aumentar la evaporacion de la capa
acuosa de la pelicula lagrimal (Seen S, 2018, Acta Ophthalmologica, 96: e412—e420).

Debido a la gran cantidad de patologias y lesiones oculares que frecuentemente estan
asociados con procesos inflamatorios oculares y/o estrés oxidativo, un objetivo continuo en el
campo de la oftalmologia es la identificacién de compuestos y composiciones oftalmicas que

permitan un tratamiento y/o prevencion eficiente de estos procesos patologicos.

La caracteristica principal de los compuestos polifendlicos, incluidos los fenoles simples y los
secoiridoides, es la presencia de grupos de bencilo e hidroxilo en su estructura. Sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes han sido ampliamente estudiadas. Uno de los
fenoles simples mas importantes es hidroxitirosol (HT), 4-(2-hydroxyethyl)benzene-1,2-diol,
gue tiene muchos efectos potencialmente beneficiosos para la salud humana (Manna C, 1997,
The Journal of Nutrition, 127:286-292; Poudyal H, 2017, Pharmacological Research, 1041-
1042:45-59). Del mismo modo, el secoiridoide méas importante es oleuropeina (OL), Acido
metil éster (4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-diidroxifenil)etoxi]-2-oxoetil]-5-etilideno-6-
[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)-2-tetrahidropiranil]oxi]-4H-pirano-3-

carboxilico, que ha aumentado en importancia en los Ultimos afios debido a sus numerosas
propiedades, usos y beneficios para la salud (Andreadou |, 2006, The Journal of Nutrition,
136:2213-2216; Kostomoiri M, 2013, Cell and Molecular Neurobiology, 33:147-154), junto con
sus derivados, glicosilados o no, como la forma de oleuropeina aglicona descarboximetil
dialdehido (3,4-DHPEA-DEDA). Todos los compuestos mencionados pueden obtenerse
sintéticamente o mediante extraccion de la aceituna, del aceite de oliva o de cualquier de los
subproductos o residuos de su produccién (orujo, aguas residuales de molino, hojas y/o
huesos). Las propiedades beneficiosas de estos materiales, que incluyen estos polifenoles y
sus derivados, también se han demostrado para diferentes tratamientos, incluida la

prevencién de problemas oxidativos e inflamatorios (Abdallah M, 2018, Acta Histochemica,
5
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120(1):1-10; Cicerale S, 2010, International Journal of Molecular Sciences, 11:458-479). Por
estos motivos, se han descrito algunas composiciones oftalmicas que comprenden
compuestos polifendlicos para el tratamiento de la inflamacién ocular, como, por ejemplo, la
que se describe en: US20060127505 WO2017033060A1 y WO02013164512A3.
US20060127505 propone una composicién que contiene un antioxidante soluble en lipidos
(carotenoide) y uno soluble en agua (polifenol). El polifenol es polvo de raiz de cdrcuma longa,
té verde, extracto de semilla de uva, canela o un bioflavonoide citrico. W0O2017033060A1
describe una composicion que comprende un indol y un flavonoide, mientras que el uso de

flavonoides y/o estilbenoides se propone en WO2013164512A3.

El hidroxitirosol (HT) pertenece a la categoria de fenoles simples y la oleuropeina (OL) a la
categoria de secoiridoides glicosilados. Por lo tanto, las dos son categorias quimicas
diferentes de todas las mencionadas anteriormente en las otras patentes. Ademas, no se
describe en ninguna patente un extracto y/o concentrado natural de material de oliva para el
tratamiento de la inflamacion y/o el estrés oxidativo de la superficie ocular. El hidroxitirosol o
los extractos/concentrados de hojas de olivo que lo contienen ya se han descrito como
tratamiento para enfermedades o problemas oculares en US2010130620A1, CN103316032 y
CN105902486. US2010130620A1 se refiere al tratamiento de la degeneracion macular
asociada a la edad en humanos, una enfermedad causada por dafios en la macula de la retina.
CN103316032 propone una composicion para la proteccién de la vista, la mejora de la
astenopia, la prevencion y la terapia adyuvante para la degeneracion macular, las
enfermedades degenerativas maculares y la retinopatia diabética, la atrofia oOptica y la
degeneracion del nervio 6ptico, y similares. La invencién descrita por CN105902486 se dirige
al ganglio trigémino. La superficie ocular es una estructura ocular anatomica y funcional,
independiente de la retina, del nervio optico y del ganglio trigémino, y con patologia, fisiologia
y enfermedades diferentes. La presente invencion se refiere a la prevencion y/o tratamiento
de enfermedades relacionadas con el segmento anterior del ojo y, por lo tanto, con otro

mecanismo de actividad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores en la presente invencion han demostrado que los compuestos hidroxitirosol
(HT) y oleuropeina (OL), bien de forma separada o conjunta, son capaces de reducir los
niveles de citocinas, quimiocinas y especies oxidativas en células epiteliales corneales
humanas (HCE) y células epiteliales conjuntivales humanas (IM-ConjEpi) estimuladas con

TNF-a o irradiadas con luz ultravioleta.
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Hidroxitirosol (HT), también denominado “4-(2-hidroxietil)-benceno-1,2-diol” es un compuesto
fendlico feniletanoide natural que se encuentra en altas concentraciones en, por ejemplo, la
aceituna, el aceite de oliva o cualquier de los subproductos o residuos de su produccion (orujo,
aguas residuales de molino, hojas y/o huesos). También se puede sintetizar quimicamente
(Zhang Z-L, 2011, Synthetic Communications, 42(6), 794—798) o adquirir en una casa
comercial (ej. Sigma-Aldrich, Extrasynthese, etc.). La férmula molecular es CgH1003 y la

estructura quimica (I) se indica a continuacion:

HO

HO OH
(1

Oleuropeina(OL), también denominada “Acido metil éster (4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-
diidroxifenil)etoxi]-2-oxoetil]-5-etilideno-6-[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6- (hidroximetil)-

2-tetrahidropiranil]oxi]-4H-pirano-3-carboxilico”, es un secoiridoide glicosilado natural que se
encuentra, por ejemplo, en la aceituna, el aceite de oliva o cualquier de los subproductos o
residuos de su produccion (orujo, aguas residuales de molino, hojas y/o huesos). También se
puede sintetizar quimicamente (Bianco A, 1992, Journal of Natural Products, 55(6), 760—766)
o adquirir a una casa comercial (ej. Sigma-Aldrich, Extrasynthese, etc). La formula molecular
de OL es C2sH32013 y la estructura quimica (Il) se indica a continuacion:

||||||||o
T

OH

OH

(I

La presente invencién se refiere a un compuesto seleccionado de hidroxitirosol (HT), o

cualquiera de sus sales o derivados, oleuropeina (OL), o cualquiera de sus sales o derivados,
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0 a una composicion que comprende cada uno de ellos por separado o en combinacién, para

Su uso como medicamento.

El “medicamento” al que se refiere la presente invencion pueden ser de uso humano o
veterinario. El “medicamento de uso humano” es toda sustancia o combinacion de sustancias
que se presente como poseedora de propiedades para el tratamiento o prevencion de
enfermedades en seres humanos o que pueda usarse en seres humanos o administrarse a
seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar las funciones fisiolégicas ejerciendo
una accion farmacolégica, inmunolégica o metabdlica, o de establecer un diagndstico médico.
El “medicamento de uso veterinario” es toda sustancia o combinacion de sustancias que se
presente como poseedora de propiedades curativas 0 preventivas con respecto a las
enfermedades animales o que pueda administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir
o modificar sus funciones fisioldgicas ejerciendo una accién farmacoldgica, inmunoldgica o

metabdlica, o de establecer un diagndstico veterinario.

El término "derivados de oleuropeina (OL)" utilizado en la presente invencidn se refiere a, por
ejemplo, pero sin limitaciones, ésteres (que se formarian por reaccion de los OH presentes en
la molécula con un &cido carboxilico o éster), derivados descarboxilados, deshidroxilados y/o
no glicosilados. Por ejemplo, aunque sin limitaciones, “4-noroleuropeina aglicona” (también
denominada “3,4-DHPEA-DEDA” o “Oleuropeina aglicona descarboximetil dialdehido” o
“OHTy-DEDA”) es un derivado de OL no glicosilado con formula molecular Ci7H2006, cuya

estructura quimica (lll) se indica a continuacion.

HO

OH

()

El término "derivados de HT" utilizado en la presente invencion se refiere a, por ejemplo, pero
sin limitaciones, ésteres o derivados descarboxilados, deshidroxilados o glicosilados. Por

ejemplo, aunque sin limitaciones, “tyrosol” (TY) (también denominado “4-(2-
8
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Hydroxyethyl)phenol”) es un derivado de HT deshidroxilado o con formula molecular CgH100-,

cuya estructura quimica (IV) se indica a continuacion.

HO

OH
(V)

Los derivados incluyen tanto compuestos farmacéuticamente aceptables, es decir, derivados
de los compuestos HT y OL como se ha definido anteriormente que pueden ser utilizados en
la elaboracion de un medicamento o de composiciones farmacéuticas, asi como derivados
definidos anteriormente que no sean farmacéuticamente aceptables, ya que éstos pueden ser
dtiles en la preparacion de derivados farmacéuticamente aceptables.

De manera mas particular, la presente invencion se refiere a un compuesto seleccionado de
hidroxitirosol (HT), o cualquiera de sus sales o derivados, oleuropeina (OL), o cualquiera de
sus sales o derivados, o0 a una composicion que comprende cada uno de ellos por separado
0 en combinacidn, para su uso en el tratamiento y/o prevencién de la inflamacion o del estrés
oxidativo del segmento anterior del ojo, o de enfermedades o dafios oculares que cursan con

inflamacién y/o estrés oxidativo del segmento anterior del ojo.

Se entiende por “inflamacién ocular del segmento anterior del 0jo” a la inflamacién producida
en cualquier estructura ocular del segmento anterior. La inflamacion ocular del segmento
anterior del ojo cursa con sintomas tales como, por ejemplo, dolor, enrojecimiento e hinchazén
del tejido afectado, asi como con la sobreexpresion de factores implicados en el proceso

inflamatorio tales como, por ejemplo, IL-6, IL-8, IP-10, IL-13 and TNF-a.

El término “segmento anterior del 0jo” comprende cualquier estructura ocular seleccionada de
la siguiente lista: conjuntiva, cornea, limbo esclerocorneal, iris, pupila, cristalino, zénula de
Zinn, cuerpo ciliar, camara anterior, humor acuoso, camara posterior, glandulas de Meibomio,
glandulas mucosas o aparato lagrimal (glandulas lagrimales, a excepcién de la glandula

lagrimal principal, conducto nasolagrimal y saco lagrimal), asi como la superficie ocular.
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Se entiende por “superficie ocular’ cualquier estructura seleccionada de la lista que
comprende: epitelios de la cérnea, limbo esclero-corneal o conjuntiva, pelicula lagrimal

suprayacente o estroma subyacente a estas estructuras.

La inflamacion ocular esta asociada a una diversidad de enfermedades y lesiones oculares,
tales como por ejemplo, aunque sin limitarnos, las siguientes: sindrome de Insuficiencia
Limbica (SIL), EOS, blefaritis, disfuncion de las glandulas de Meibomio, meibomitis, procesos
alérgicos del segmento anterior del ojo, conjuntivitis, alteracion de la superficie ocular,
preferiblemente del epitelio corneal y conjuntival, provocada por el uso de lentes de contacto
y de sus sistemas de limpieza y mantenimiento, enfermedades autoinmunes, preferiblemente
que afectan al segmento anterior del ojo, como por ejemplo aunque sin limitarnos, sindrome
de Sjogren, postcirugia, preferiblemente del segmento anterior del ojo, quemaduras (tanto
quimicas o causticaciones, como térmicas) o lesiones o patologias del segmento anterior del
ojo producidas por radiacion ultravioleta. Por ello, los compuestos de la invencion son de
utilidad para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades o lesiones que cursan con

inflamacién ocular del segmento anterior, preferiblemente, de las indicadas en este parrafo.

Se entiende por “estrés oxidativo ocular” la condicion de citotoxicidad que es consecuencia
de un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la capacidad de la célula de
defenderse contra ellos, por lo que esta causada por un incremento en la formacién de dichos
radicales libres o por una disminucion de los agentes que actian como antioxidantes, o por
ambos motivos conjuntamente. La presente invencidén se refiere al estrés oxidativo ocular
producido en cualquiera de las estructuras del segmento anterior del ojo incluyendo la

superficie ocular.

El estrés oxidativo ocular est4 asociado a una diversidad de lesiones y enfermedades del
segmento anterior del ojo, tales como por ejemplo, aunque sin limitarnos, las siguientes:
pterigium, cataratas, distrofias corneales, glaucoma, EOS, SIL, blefaritis, disfuncion de las
glandulas de Meibomio, meibomitis, procesos alérgicos del segmento anterior del 0jo,
conjuntivitis, alteracion de la superficie ocular, preferiblemente del epitelio corneal y
conjuntival, provocada por el uso de lentes de contacto y de sus sistemas de limpieza y
mantenimiento, enfermedades autoinmunes que afectan al segmento anterior del ojo, como
por ejemplo aunque sin limitarnos, sindrome de Sjogren, postcirugia, preferiblemente del
segmento anterior del ojo, quemaduras (tanto quimicas o causticaciones, como térmicas) o
lesiones o patologias del segmento anterior producidas por radiacion ultravioleta o por

cualquier otro factor endégeno, como por ejemplo aunque sin limitarnos, reacciones
10
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inflamatorias, o exégeno, como por ejemplo aunque sin limitarnos, humo del tabaco o
contaminantes ambientales, capaz de inducir formacién de especies radicales. Por ello, los
compuestos de la invencion son de utilidad para el tratamiento y/o prevencion de
enfermedades o lesiones oculares que cursan con estrés oxidativo, preferiblemente, de las

indicadas en este parrafo.

En una realizacion preferida, los compuestos/composiciones de la invencién se usan para el
tratamiento y/o prevencion de la inflamacion o del estrés oxidativo de la superficie ocular o de
enfermedades o dafios oculares que cursan con inflamacion y/o estrés oxidativo de la

superficie ocular y, ain mas preferiblemente, de epitelio corneal y conjuntival.

En una realizacion mas preferida, la composicion que comprende HT, OL, sus derivados y/ o
combinaciones de ellos (“composicion de la invencién”) para su uso definido anteriormente
también comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta composicion también

puede comprender uno 0 mas excipientes.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de los
elementos de la composicién de la invencién, estabiliza dichos elementos, activa o ayuda a la
preparacion de la composicion en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que la
hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcibn de mantener los
ingredientes unidos, como por ejemplo es el caso de almidones, azlcares o celulosas, la
funcién de endulzar, la funcién de colorante, la funcién de proteccién de la composicién, como
por ejemplo, para aislarla del aire y/o la humedad, la funcién de relleno de una pastilla, capsula
o cualquier otra forma de presentacion, la funcion desintegradora para facilitar la disolucion
de los componentes y su absorcién en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no

mencionados en este parrafo.

El “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, al igual que el excipiente, es una sustancia que
se emplea en la composicion para diluir cualquiera de los componentes comprendidos en ella
hasta un volumen o peso determinado. El vehiculo farmacéuticamente aceptable es una
sustancia inerte o de accién analoga a cualquiera de los elementos comprendidos en la
composicion de la presente invencién. La funcion del vehiculo es facilitar la incorporacion de
otros elementos, permitir una mejor dosificacion y administracién o dar consistencia y forma a

la composicion.
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La composicion de la invencion comprende HT, OL, sus derivados y/ o combinaciones de ellos
en una cantidad terapéuticamente efectiva. El término "cantidad terapéuticamente efectiva"
se considera el nivel, cantidad o concentracién del compuesto en cuestion (HT, OL, sus
derivados y/ o combinaciones de ellos) que produce el efecto deseado, tratando y/o
previniendo la inflamacioén y/o estrés oxidativo del segmento anterior del ojo, sin causar
efectos adversos. La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva
depende de una variedad de factores como, por ejemplo, la edad, peso, sexo o tolerancia del

individuo al que le va a ser administrada la composicién de la invencion.

La composicion de la presente invencion puede formularse para su administracion en una
variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Como ejemplos de preparaciones
se incluye cualquier composicién soélida (comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, etc.) o
liquida (soluciones, suspensiones o emulsiones) para administracion oral, topica o parenteral.
La composicion de la presente invencién también puede estar en forma de formulaciones de
liberacion sostenida de drogas o de cualquier otro sistema convencional de liberacion, asi
puede estar contenida, aunque sin limitarnos, en nanopatrticulas, liposomas o nanosferas, en
un material polimérico, en un implante biodegradable o no biodegradable o en microparticulas

biodegradables como, por ejemplo, microesferas biodegradables.

Tal composicion y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal, incluyendo un
mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas, incluyendo, pero sin limitarse,
intraperitoneal, intravenosa, intradérmica, intraespinal, intraestromal, intraarticular,
intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial, intramuscular, intranasal, intracraneal,
subcutanea, intraorbital, intracapsular, tépica, mediante parches transdérmicos, percuténea,

espray nasal, implante quirtrgico, pintura quirargica interna o bomba de infusion.

En una realizacion aun mas preferida, la composicion de la invencion se encuentra formulada
para su administracion oftalmica. La expresion “formulada para su administracion oftalmica”
se refiere a una formulacién que permita que la composicién de la invencion pueda ser
administrada ocularmente, por ejemplo, aunque sin limitarnos, de manera topica (sobre la
superficie del 0jo) o de manera intraocular, sin que dicha administracion afecte negativamente
a las propiedades, por ejemplo, Gpticas y/o fisiol6gicas, del ojo. Ejemplos de la composiciéon
de la invencion formulada para su administracién oftalmica son, aunque sin limitarnos, dicha
composicion asociada a agua, a sales, a un vehiculo liquido polimérico o semisélido, a un
tampén fosfato o a cualquier otro vehiculo liquido oftAdlmicamente aceptable de los conocidos

en el estado de la técnica.
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En una realizacion preferida, la composicién de la invenciéon para su uso comprende un

extracto y/o concentrado natural de material de oliva.

De acuerdo con la presente invencion "extracto y/o concentrado natural de material de oliva"
es una composicion que comprende los ingredientes activos de oliva, entre ellos, HT y/o OL,
y que se obtiene a partir de la aceituna, del aceite de oliva o de cualquier de los subproductos
o residuos de su produccién (orujo, aguas residuales de molino, hojas y/o huesos) mediante
procesos de extraccion. Los métodos de extraccion incluyen la extraccion con solvente, el
método de destilacion (destilacion al vapor o hidrodestilacion), el prensado y la sublimacion,
de acuerdo con el principio de extraccion. Con respecto a la extraccién con solventes, se
pueden utilizar muchas técnicas, por ejemplo, pero sin limitacion: extraccién convencional
sélido-liquido, extraccion de calentamiento 6éhmico, extraccion de alta presion estatica,
infusion, decoccion, percolacion, reflujo de calor, maceracion, extraccion Soxhlet, extraccion
de fluido supercritico, extraccion de liquido a presién, extraccion asistida por microondas,
extraccion asistida por ultrasonidos, extraccion de campo eléctrico pulsado y extraccion
asistida por enzimas. El agua o cualquier solvente organico, por ejemplo, pero sin limitaciones,

alcoholes (como metanol y etanol), pueden usarse en este procedimiento.

El extracto puede ser sometido a procesos de purificacion y/ o concentracion, segun el estado
de la técnica, por ejemplo y sin limitacion, pueden usarse los siguientes procesos: adsorcién
y desorcion selectiva (en resinas, zeolitas y otros materiales porosos), procesos de

membranas (ultrafiltracion, diafiltracién...), cromatografia preparativa y de particion centrifuga.

En una realizacion preferida, el extracto y/o concentrado natural de material de oliva se obtiene

mediante el siguiente procedimiento basado una extraccién convencional sélido-liquido:

- en primer lugar, se pone en contacto el orujo de oliva con un disolvente polar, preferiblemente
agua, etanol o mezclas de ambos y en una proporcién orujo de oliva disolvente de entre 0,01
— 0,80 g de orujo/ml de disolvente y se mantiene en agitacion durante un tiempo comprendido
entre 30 y 180 min a una temperatura entre 25-100°C;

- tras el periodo de agitacion del orujo con el disolvente, la solucion se recoge, se centrifuga y
se seca en un evaporador rotatorio, preferiblemente a 30 ° C y aprox. 20 kPa. El residuo seco
obtenido tras secar en el rotavapor es el extracto o concentrado natural de material de oliva.
Preferiblemente, el disolvente polar utilizado en la primera etapa es etanol:agua 50:50 v/v. La

temperatura es preferiblemente 70°C y el tiempo de agitacion es preferiblemente 1h.
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Se entiende por orujo de oliva el subproducto obtenido tras la trituraciéon y centrifugacion de
la oliva y extraccion del aceite de oliva en un molino o almazara. Esta compuesto por todo
aguello que resta de la aceituna molturada si se elimina el aceite de oliva: restos de agua,

huesos, pulpa y piel de aceituna

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a hidroxitirosol (HT), o cualquiera
de sus sales o derivados, oleuropeina (OL), o cualquiera de sus sales o derivados, 0 a una
composicion que comprende cada uno de ellos o su combinacion, para su uso en el

tratamiento y/o prevencion de la enfermedad de ojo seco (EOS).

La enfermedad de ojo seco (EOS) (queratoconjuntivitis seca, queratitis seca o xeroftalmia) se
define como una enfermedad multifactorial de la superficie ocular, incluyendo la pelicula
lagrimal, que causa sintomas de incomodidad, perturbacion visual e inestabilidad lagrimal,
con un dafio potencial a la superficie ocular, acompafiado de un aumento de la osmolaridad
de la pelicula lagrimal e infamacion de la superficie ocular. Dicha enfermedad se puede
diagnosticar por ejemplo, aunque sin limitarnos, mediante un examen con lampara de
hendidura de la pelicula lagrimal, durante el cual se puede colocar un colorante en el 0jo,
como la fluoresceina, para hacer que dicha pelicula sea mas visible y asi poder evaluar su
estabilidad, o bien mediante la prueba del test de Schirmer, la cual mide la tasa de produccion
de lagrimas usando una tira de papel de filtro que se coloca en el extremo del parpado y mide

la cantidad de lagrima que produce el ojo.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de hidroxitirosol (HT), o cualquiera de sus sales
o derivados, oleuropeina (OL), o cualquiera de sus sales o derivados, o de una composicién
que comprende cada uno de ellos por separado o en combinacion para la preparacion de
soluciones de limpieza y mantenimiento para lentes de contacto. Estos compuestos HT y OL
actan como antioxidantes y antiinflamatorios en las soluciones de limpieza y mantenimiento
de lentes de contacto, ya que estos compuestos resultan de gran utilidad para la preparacion
de dichas soluciones, ayudando a proteger a la superficie ocular de las agresiones producidas

por los compuestos de dichas soluciones (especialmente los conservantes).

La limpieza y mantenimiento de las lentes de contacto es fundamental para evitar posibles
patologias oculares derivadas de su uso. Los sistemas de limpieza y mantenimiento deben
cumplir una serie de requisitos como son no alterar ni irritar los tejidos oculares, no alterar ni
interferir en la fisiologia normal del ojo, no alterar ni dafar las lentes de contacto, evitar la

contaminacién por microorganismos de las lentes de contacto y mantener éstas lo mas limpias
14
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posible. Por lo tanto, un sistema de limpieza y mantenimiento que contenga HT, OL y el
extracto y/o concentrado natural de material de oliva cumplen todos estos requisitos, y
ademas presentan las caracteristicas que debe cumplir un agente desinfectante de este tipo:
pH y tonicidad similares a la lagrima, soluble en agua y estable en soluciéon acuosa y en

frascos de plastico.

Dentro de las “soluciones de limpieza y mantenimiento de lentes de contacto” se incluyen,
aunque sin limitarnos, las soluciones limpiadoras, las soluciones conservadoras o
humectantes, cuya funcion es guardar y almacenar las lentes de contacto cuando no estan en
uso, las soluciones acondicionadoras, los sistemas de perdxidos y los sistemas de solucion
anica, que realizan una limpieza mecénica y desinfectante y a su vez actian como

conservantes y humectantes de las lentes.

Tal y como se utiliza en la presente invencion, el término “lentes de contacto” se refiere tanto
a las lentes de contacto duras, incluyendo las rigidas y las permeables a los gases o

semirrigidas, como a las blandas o hidrofilicas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Muestra la cantidad de IL-6 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 300 uM oleuropeina (OL), 150 uM
hidroxitirosol (HT) y vehiculo (medio de cultivo), durante 24 horas. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento correspondiente. Control:
células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

Fig. 2. Muestra la cantidad de IL-6 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de
orujo de oliva (OP) y vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 24 horas. NOTA:
las células fueron pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el
tratamiento correspondiente y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento
correspondiente. Control: células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo.
*: p<0,05.

Fig. 3. Muestra la cantidad de IL-8 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)

estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 300 uM oleuropeina (OL), 150 uM
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hidroxitirosol (HT) y vehiculo (medio de cultivo), durante 24 horas. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacién durante 2 horas con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento correspondiente. Control:

células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

Fig. 4. Muestra la cantidad de IL-8 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de
orujo de oliva (OP) y vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 24 horas. NOTA:
las células fueron pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el
tratamiento correspondiente y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento
correspondiente. Control: células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo.
*: p<0,05.

Fig. 5. Muestra la cantidad de IP-10 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 300 uM oleuropeina (OL), 150 uM
hidroxitirosol (HT) y vehiculo (medio de cultivo), durante 24 horas. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento correspondiente. Control:

células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

Fig. 6. Muestra la cantidad de IP-10 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de
orujo de oliva (OP) y vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 24 horas. NOTA:
las células fueron pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el
tratamiento correspondiente y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento
correspondiente. Control: células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo.
*: p<0,05.

Fig. 7. Muestra la cantidad de IL-13 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 300 uM oleuropeina (OL), 150 pM
hidroxitirosol (HT) y vehiculo (medio de cultivo), durante 24 horas. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento correspondiente. Control:

células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.
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Fig. 8. Muestra la cantidad de IL-1 producida en células de epitelio corneal humano (HCE)
estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de
orujo de oliva (OP) y vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 24 horas. NOTA:
las células fueron pretratadas previamente a su estimulacion durante 2 horas con el
tratamiento correspondiente y, posteriormente, fueron co-tratadas con TNF-a y el tratamiento
correspondiente. Control: células de HCE no estimuladas con TNF-a y tratadas con vehiculo.
*: p<0,05.

Fig. 9. Muestra la cantidad de fluorescencia en unidades normalizadas a la cantidad total de
proteina de la sonda H2DCF-DA oxidada, como medida de la generacion intracelular de
especies relativas de oxigeno, en células de epitelio corneal humano (HCE) expuestas a
radiacion UVB y tratadas con 300 uM oleuropeina (OL), 150 pM hidroxitirosol (HT) y vehiculo
(medio de cultivo), durante 1 hora. NOTA: las células fueron pretratadas previamente a su
estimulacion durante 1 hora con el tratamiento correspondiente y, posteriormente, fueron
tratadas con el tratamiento correspondiente bajo radiacion UVB. Control: células de HCE no

irradiadas con UVB y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

Fig. 10. Muestra la cantidad de fluorescencia en unidades normalizadas a la cantidad total de
proteina de la sonda H2DCF-DA oxidada, como medida de la generacion intracelular de
especies relativas de oxigeno, en células de epitelio corneal humano (HCE) expuestas a
radiacién UVB y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de orujo de oliva (OP) y
vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 1 hora. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacion durante 1 hora con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron tratadas con el tratamiento correspondiente bajo radiacion UVB.
Control: células de HCE no irradiadas con UVB y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

Fig. 11. Muestra la cantidad de fluorescencia en unidades normalizadas a la cantidad total de
proteina de la sonda H2DCF-DA oxidada, como medida de la generacion intracelular de
especies relativas de oxigeno, en células de epitelio conjuntival humano (IM-ConjEpi)
expuestas a radiacion UVB y tratadas con 300 puM oleuropeina (OL), 100 uM hidroxitirosol
(HT) y vehiculo (medio de cultivo), durante 1 hora. NOTA: las células fueron pre-tratadas
previamente a su estimulacion durante 1 hora con el tratamiento correspondiente v,
posteriormente, fueron tratadas con el tratamiento correspondiente bajo radiacion UVB.

Control: células IM-ConjEpi no irradiadas con UVB y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.
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Fig. 12. Muestra la cantidad de fluorescencia en unidades normalizadas a la cantidad total de
proteina de la sonda H2DCF-DA oxidada, como medida de la generacion intracelular de
especies relativas de oxigeno, en células de epitelio conjuntival humano (IM-ConjEpi)
expuestas a radiacion UVB y tratadas con 0,6 mg/mL de un extracto derivado de orujo de oliva
(OP) y vehiculo (medio con 0,4% de etanol (EtOH)), durante 1 hora. NOTA: las células fueron
pretratadas previamente a su estimulacion durante 1 hora con el tratamiento correspondiente
y, posteriormente, fueron tratadas con el tratamiento correspondiente bajo radiacion UVB.

Control: células de IM-ConjEpi no irradiadas con UVB y tratadas con vehiculo. *: p<0,05.

EJEMPLOS

La invencion se ilustra a continuacion mediante ensayos realizados por los inventores que
demuestran la eficacia del hidroxitirosol (HT), oleuropeina (OL) y un extracto de orujo de oliva
(OP), en la prevencién y/o tratamiento de la inflamacién y el estrés oxidativo del segmento
anterior del ojo, en particular, de los epitelios de la superficie ocular. Estos ejemplos
especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invenciéon y
se incluyen solamente con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mas
adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacién de la misma. El HT y OL se
han adquirido a Extrasynthese (Genay, Francia) como estandares comerciales, mientras el
extracto de OP se ha producido con extraccién convencional solido-liquido (condiciones:
disolvente: 50:50 — etanol:agua volumen: volumen, relacion sélido-liquido: 0,5 gor/mLsoLvenTe,
temperatura: 70° C y tiempo de extraccion: 1 hora con agitacion), obteniéndose un extracto
seco que comprende 3,4 mg de OL por g. de extracto seco y 1,7 mg de HT por g. de extracto
seco. Estos valores de OL y HT se han determinado mediante HPLC usando columna de fase
reversa (C18) y detector DAD.

EJEMPLO 1. Efecto antiinflamatorio de la oleuropeina (OL), del hidroxitirosol (HT) y de
un extracto/concentrado de orujo de oliva (OP) sobre una linea celular de epitelio

corneal humano estimulada con TNF-a.

Cultivo celular

Para todos los experimentos se utilizé una linea celular (HCE) derivada de epitelio corneal
humano e inmortalizada con SV-40 Large T Antigen, amablemente donada por el Prof. Arto

Urti (Universidad de Helsinki, Finlandia) y caracterizada en Araki-Sasaki K, 1995, Invest
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Ophthalmol Vis Sci, 36(3):614-21. Las células fueron cultivadas en medio DMEM/F12 +
GlutaMax suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 10 ng/mL de EGF, 5 pg/mL de
insulina obtenida de pancreas bovino y antibiéticos (100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de
estreptomicina). Para la realizacion de los experimentos, se reemplaz6 el medio de cultivo por

medio DMEM/F12 libre de suero y sin ningan suplemento.

HT, OL se disolvieron en medio DMEM/F12, mientras el extracto de OP en DMEM/F12 con
0,4% etanol (EtOH).

Estimulacién celular con TNF-a

Las células se plantaron en placas de cultivo de 24 pocillos y se dejaron crecer hasta
preconfluencia. Posteriormente, se pretrataron con 300 uM OL, 150 uM HT o 0,6 mg/mL de
extracto de OP durante 2 horas. Pasado este tiempo, se eliminaron los sobrenadantes y se
estimularon las células durante 24 horas con 25 ng/mL de TNF-a en presencia de OL, HT o
extracto de OP (se volvieron a afiadir). Como controles se utilizaron células no estimuladas
con TNF-a y células estimuladas y tratadas ambas solo con vehiculo. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, los sobrenadantes se recogieron, se centrifugaron y se congelaron a -
80°C para su posterior analisis. Las células adheridas a las placas de cultivo también se

congelaron a -80°C para su posterior analisis.

Determinacion de la produccidn de citocinas y guimiocinas

Se llevo a cabo el analisis de la produccion de las citocinas IL-6 y IL-1B y de las quimiocinas
IL-8 e IP-10 en los sobrenadantes recogidos tras la estimulacién con TNF-a. Este analisis se
llevé a cabo mediante tecnologia X-MAP en un Luminex 1S-100 con un ensayo multianalito
comercial (Milliplex, Millipore, MERCK), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los valores
de produccién, en pg/mL, de citocinas/quimiocinas (obtenidos tras la interpolacién de los
valores de fluorescencia en curvas estandares generadas en el ensayo) se normalizaron
posteriormente respecto a la cantidad de proteina total correspondiente en cada muestra,
determinada mediante un ensayo de BCA comercial (Pierce, USA) en las células adheridas al

pocillo.
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Resultados de la produccién de citocinas y guimiocinas

Las Figuras 1y 2 muestran la cantidad de IL-6 estimulada con TNF-ay su cambio con respecto
a los tratamientos con OL e HT para la Figura 1, y con el extracto de OP para la Figura 2. Se
puede ver como la estimulacion de las células HCE con TNF-a aumenté significativamente la
produccion de IL-6 (p<0,05). HT y el extracto de OP disminuyeron drasticamente los valores
de IL-6 (p <0,05). Los compuestos estudiados y el vehiculo DMEM/F12 con 0,4% EtOH, en

las concentraciones testadas, no fueron citotoxicos (realizando un ensayo XTT).

Las Figuras 3y 4 muestran la cantidad de IL-8 estimulada con TNF-a y su cambio con respecto
a los tratamientos con OL e HT para la Figura 3, y con el extracto de OP para la Figura 4. La
estimulacion de las células HCE con TNF-a aumento significativamente la produccién de IL-8
(p <0,05). OL, HT y el extracto de OP redujeron los niveles de IL-8, reducciones que en los

casos de HT y del extracto de OP fueron significativas (p <0,05).

Las Figuras 5 y 6 muestran la cantidad de IP-10 estimulada con TNF-a y su cambio con
respecto a los tratamientos con OL e HT para la Figura 5, y con el extracto de OP para la
Figura 6. La estimulacion de las células HCE con TNF-a aumenté significativamente
produccién de IP-10 (p <0,05). OL, HT vy el extracto de OP redujeron los niveles de IP-10,

reduccién que en el caso de HT fue significativa (p <0,05).

Las Figuras 7 y 8 muestran la cantidad de IL-1B estimulada con TNF-a y su cambio con
respecto a los tratamientos con OL y HT para la Figura 7, y con el extracto de OP para la
Figura 8. La estimulacion de las células HCE con TNF-a aumentd significativamente
produccion de IL-1B (p <0,05). OL, HT vy el extracto de OP redujeron los niveles de IL-1f3,
reducciones que en los casos de HT y del extracto de OP fueron significativas (p <0,05).

EJEMPLO 2. Efecto antioxidante de la oleuropeina (OL), del hidroxitirosol (HT) y de un
extracto/concentrado de orujo de oliva (OP) sobre una linea celular de epitelio corneal
humano y una linea celular de epitelio conjuntival humano, ambas estimuladas con

radiacion ultravioleta.

Cultivo celular

Para los experimentos se utiliz6 una linea celular (HCE) derivada de epitelio corneal humano

y una linea celular (IM-ConjEpi) derivada de epitelio conjuntival humano inmortalizada
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mediante SV-40 Large T Antigen, adquirida a la empresa Innoprot (Ref. P10870-IM). Las
células HCE fueron cultivadas en medio DMEM/F12 + GlutaMax suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS), 10 ng/mL de EGF, 5 ug/mL de insulina obtenida de pancreas bovino
y antibiéticos (100 U/mL de penicilina'y 0,1 mg/mL de estreptomicina). Las células IM-ConjEpi
fueron cultivadas en medio DMEM/F12 + GlutaMax suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS), 10 ng/mL de EGF, 1 pg/ml de insulina y antibiéticos (5000 U/ml y 5000 ug/ml
de penicilina/estreptomicina). Para la realizacion de los experimentos, se reemplazé el medio

de cultivo por medio DMEM/F12 libre de suero y sin ningan suplemento.

HT y OL se disolvieron en medio DMEM/F12, mientras el extracto de OP en DMEM/F12 con
0,4% etanol (EtOH).

Estrés oxidativo intracelular provocado por estimulacién con luz ultravioleta

Las células se plantaron en placas de cultivo de 24 pocillos y se dejaron crecer hasta
preconfluencia. Posteriormente, las HCE se pretrataron con 300 uM OL, 150 uM HT o 0.6
mg/mL de extracto de OP, durante 1 hora. Las IM-ConjEpi se pretrataron con 300 uM OL, 100
UM HT o 0.6 mg/mL de extracto de OP, durante 1 hora. Seguidamente, se cargaron las células
con 10 pM de diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA) durante 30 minutos.
A continuacion, se trataron las células con OL, HT o extracto de OP, se expusieron a luz UVB
(302 nm; 107 mJ/cm?) y se dejaron en incubacién a 37 °C durante 1 hora. Como controles se
utilizaron células no irradiadas y células irradiadas, y tratadas ambas solo con vehiculo.
Finalmente, se leyo la fluorescencia a 522 nm. Los valores de fluorescencia se normalizaron
respecto a la cantidad de proteina total en cada muestra, determinada mediante un ensayo
de BCA comercial (Pierce, USA) en las células adheridas al pocillo.

Resultados del estrés oxidativo provocado por radiacién UVB

Las Figuras 9 y 10 muestran la cantidad de fluorescencia relativa producida por la exposicion
a la radiacion UVB para las HCE y su cambio con respecto al tratamiento con OL y HT para
la Figura 9, y con el extracto de OP para la Figura 10. La estimulacion de las células HCE con
radiaciéon UVB produjo un aumento significativo de especies oxidativas (p <0.05). El extracto
de OL, HT y OP actu6é como antioxidantes, disminuyendo significativamente los niveles de
especies oxidativas generadas por la exposicion a la radiacion UVB, alcanzando los niveles
basales (p <0.05).
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Las Figuras 11y 12 muestran la cantidad de fluorescencia relativa producida por la exposicion
a la radiacion UVB para las IM-ConjEpi y su cambio con respecto al tratamiento con OL y HT
para la Figura 11, y con el extracto de OP para la Figura 12. La estimulacién de las células
IM-ConjEpi con radiacion UVB produjo un aumento significativo de especies oxidativas (p
<0.05). El extracto de OL, HT y OP actu6 como antioxidantes, disminuyendo
significativamente los niveles de especies oxidativas generadas por la exposicion a la

radiacion UVB, alcanzando los niveles basales (p <0.05).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado de hidroxitirosol (HT), o cualquiera de sus sales o

derivados, oleuropeina (OL), o cualquiera de sus sales o derivados, 0 una composicion
gue comprende cada uno de ellos por separado o en combinacion,

para su uso en el tratamiento y/o prevencion de la inflamacion o del estrés oxidativo
del segmento anterior del ojo, o de enfermedades o dafos oculares que cursan con

inflamacion y/o estrés oxidativo del segmento anterior del ojo.

Compuesto o composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en el
tratamiento y/o prevencion de la inflamacion o del estrés oxidativo de la superficie
ocular o de enfermedades o dafios oculares que cursan con inflamacién y/o estrés

oxidativo de la superficie ocular.

Compuesto o composicion de acuerdo con la reivindicacion 2 para su uso en el
tratamiento y/o prevencién de la inflamacion o del estrés oxidativo ocular del epitelio
corneal y conjuntival o de enfermedades o dafios oculares que cursan con inflamacién

ylo estrés oxidativo del epitelio corneal y conjuntival

Compuesto o composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde la composicion es un extracto y/o concentrado

natural de material de oliva.

Compuesto o composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso donde las
enfermedades o dafios oculares que cursan con inflamacion y/o estrés oxidativo del
segmento anterior del ojo se seleccionan de la lista que comprende: pterigium,
cataratas, distrofias corneales, enfermedad de ojo seco, blefaritis, disfuncion de las
glandulas de Meibomio, meibomitis, procesos alérgicos oculares, conjuntivitis,
alteracion de la superficie ocular por el uso de lentes de contacto, enfermedades
autoinmunes que afecten al segmento anterior del ojo, postcirugia del segmento
anterior, quemaduras tanto quimicas como térmicas y/o patologias del segmento

anterior del ojo producidas por radiacién ultravioleta.

Compuesto o composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso donde la
enfermedad que cursa con inflamacion y/o estrés oxidativo del segmento anterior del

ojo es la enfermedad del ojo seco.
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7. Compuesto o composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el compuesto o composicion esta formulado para

su administracion oftalmica.

8. Uso de hidroxitirosol (HT), o cualquiera de sus sales o derivados, oleuropeina (OL), o
cualquiera de sus sales o derivados, 0 de una composicion que comprende cada uno
de ellos por separado 0 en combinacion para la preparacion de una solucion de

limpieza y/o mantenimiento para lentes de contacto.
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