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AB: amiloide-3

ACPC: arterias ciliares posteriores cortas

ACR: arteria central de la retina

ACV: accidente cerebro-vascular

AGIS: de las siglas en inglés “Advanced Glaucoma Intervention Study”
ANR: anillo neurorretiniano

AMPA: de las siglas en inglés “acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico”

APP: precursor de proteina B-amiloide

ARVO: de las siglas en inglés “Association for Research in Vision and
Ophthalmology”

BAK: cloruro de benzalconio

BB: beta bloqueante

BCC: bloqueantes de canales de calcio

BDNF: de las siglas en inglés “Brain-derived neurotrophic factor” o factor
neurotrofico derivado del cerebro

BHA: barrera hemato-acuosa

BHR: barrera hemato-retiniana

BMC: biomicroscopia

BSS: solucidn salina balanceada

C: concentracion de la sustancia

Ca *": i6n calcio

CEso: Concentracion eficaz-50

CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina

CGRs: células ganglionares retinianas

CIGTS: de las siglas en inglés “Collaborative Inicial Glaucoma Treatment Study”
CIT: contacto irido-trabecular

CNE: capa nuclear externa

CNI: capa nuclear interna

CNTF: de las siglas en inglés “Ciliar neurotrophic factor” o factor neurotréfico ciliar
CNTGS: de las siglas en inglés “Collaborative Normal-Tension Glaucoma Study”
COX-2: ciclooxigenasa-2

CsA: ciclosporina A

CSFN: capa superficial de fibras nerviosas

D: dosis administrada

DE: desviacion estandar

DMAE: degeneracion macular asociada a la edad

EMGT: de las siglas en inglés “Early Manifest Glaucoma Trial”

ENV: endovenosa

EPNP: esclerectomia profunda no perforante

EPO: eritropoyetina

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

EPOR: receptor de eritropoyetina

EPR: epitelio pigmentario de la retina
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ERG: electrorretinograma

FDA: de las siglas en inglés “Food and Drug Administration’
FDEP: factor derivado del epitelio pigmentario

FGF- b: factor de crecimiento fibroblastico tipo-b
FMOC-CI: 9-fluoroenilmetil cloroformiato

FSO: flujo sanguineo ocular

GAA: glaucoma de angulo abierto

GAc: glaucoma de 4ngulo cerrado

GCP: glaucoma congénito primario

GCV: ganciclovir

GDNPF: de las siglas en inglés “Glial cell line-derived neurotrophic factor” o factor
neurotrofico derivado de lineas celulares gliales

GFAP: de las siglas en inglés “Glial fibrillary acidic protein” o proteina gliofibrilar
acida

GLAST: de las siglas em inglés “glutamate / aspartate transporter”

GNT: glaucoma normotensivo

HA: humor acuoso

HE: hematoxilina-eosina

HPLC: de las siglas en inglés “High-performance liquid chromatography” o
cromatografia liquida de alta resolucion o de altas presiones

HSP: de las siglas en inglés “Heat shock protein” o proteinas de choque térmico
HTO: hipertension ocular

HV: humor vitreo

IAC: inhibidores de anhidrasa carbdnica

IL-B: interleukina-f3

INT: intravitrea

K;: constante de inhibicion

LADME: sistema farmacocinético de liberacion, absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacion

LC: ldmina cribosa

LCR: liquido cefalorraquideo

LD: limite de deteccion

LQ: limite de cuantificacion

MC: metilcelulosa

Mg**: i6n magnesio

MLI: membrana limitante interna

MMPs: metaloproteinasas

MRT: tiempo medio de residencia

Na*": i6n sodio

NF-B: factor nuclear-B

NGF: de las siglas en inglés “Nerve growth factor” o factor de crecimiento nervioso
NGL: nticleo geniculado lateral

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: nervio optico

NOS: 6xido nitrico sintetasa

NT: neurotrofinas

OHTS: de las siglas en inglés “Ocular Hypertension Treatment Study”

2



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Abreviaturas

PBS: tampdn fosfato

PCP: fenciclidina (contraccion del nombre quimico fenilciclohexilpiperidina)
PEV: potenciales evocados visuales

PGs: prostaglandinas

PIO: presion intraocular

pKa: logaritmo negativo de la constante de disociacion acida
PK: parametro cinético

PI: plasma

PLGA: de las siglas en inglés “Poly-lactic-co-glycolic acid” o &cido polilactico-co-
glicélico

Pm: peso molecular

PMN: polimorfonucleares neutrofilos

PTFE: politetrafluoroetileno

PVP: polivinilpirrolidona

Q: cantidad de sustancia

RB: retrobulbar

RD: retinopatia diabética

RLO: radicales libres del oxigeno

RMN: resonancia magnética nuclear

RNAsi: de las siglas en inglés “Small interfering RNA” o ARN pequefio de
interferencia o silenciamiento

RPL: porcion prelaminar del nervio dptico

RRL: porcién retrolaminar del nervio dptico

RR: riesgo relativo

SAEA: Servicio de Apoyo a la Experimentacion Animal

SC: subconjuntival

SEUG: Sociedad Europea del Glaucoma

SERV: Sociedad Espaiola de Retina y Vitreo

SNC: sistema nervioso central

SS: solucidn salina

STP: subtenon posterior

TLA: trabeculoplastia laser

TNF-2a: factor de necrosis tumoral-2a

TS: temporal-superior

TSL: trabeculoplastia laser diodo selectivo

VAA: vectores virales de adenovirus

VCR: vena central de la retina

Kex: longitud de onda de excitacion

Kem: longitud de onda de emision
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1.- GLAUCOMA

1.1.- DEFINICION Y CLASIFICACION

Frente a la primera definicion de glaucoma acufiada por Goldman en el afio
1957: “Bajo el término glaucoma, se incluyen las enfermedades que son consecuencia
de un aumento en la presion intraocular y en las cuales lo esencial es este aumento de
presion intraocular”, hoy sabemos que el glaucoma engloba a un grupo heterogéneo de
afecciones oculares las cursan con una pérdida progresiva de los axones y somas de
las células ganglionares retinianas (CGRs), y con la aparicion de defectos tipicos e
irreversibles a nivel de la cabeza del nervio Optico y del campo visual (Quigley, 1981);
considerando el aumento de la presion intraocular (PIO) como un factor de riesgo de
la enfermedad. Por otra parte, la hipertension ocular (HTO) es un trastorno en el cual,
la presion intraocular se encuentra elevada pero en el que no existen dafios
glaucomatosos a nivel de la papila optica ni defectos detectables en el campo visual
(Tuulonen, 2003)-

No existe una definicion Unica que permita englobar todas las formas de
glaucoma posibles. La fisiopatologia, presentacion clinica y tratamiento de los
diferentes tipos de glaucoma es muy variada, pero de forma practica se pueden
establecer 3 categorias:

El glaucoma de angulo abierto (GAA) es la forma mas comun de glaucoma.

Se trata de una neuropatia Optica cronica, progresiva, de origen multifactorial, en la
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que ocurren cambios morfologicos caracteristicos en la papila optica y la capa de
fibras nerviosas de la retina (CFNR), en ausencia de otra enfermedad ocular o
anomalia congénita. En este grupo, la PIO elevada serd un factor de riesgo importante
y encontraremos un angulo camerular abierto (ruulonen, 2003)-

El glaucoma de tension normal (GNT) es un subtipo de GAA con entidad
clinica propia, caracterizado por un dafio en la papila optica y defectos en el campo
visual similares a los que aparecen en el GAA pero con cifras de PIO normales,
pudiendo mostrar una evolucioén clinica diferente respecto al GAA, en cuanto a
modelos de dafio de la cabeza del nervio optico y en cuanto a cantidad y calidad de la
pérdida del campo visual (caprioli, 1998)-

El glaucoma por cierre angular o glaucoma de angulo cerrado (GAC) es una
forma de glaucoma en la que existe una camara anterior estrecha con un angulo
camerular potencialmente ocluible, en el que por distintos mecanismos, se establece
un contacto irido-trabecular (CIT) que bloquea el drenaje del humor acuoso (HA),
produciendo la elevacion de la presion intraocular (incluso por encima de los 50
mmHg) y dafio sobre el nervio optico. En estos casos, la elevacion de la PIO puede ser
sintomatica (dolor ocular, enrojecimiento, vision borrosa) y puede originar cambios
estructurales oculares (pérdida de células endoteliales corneales con edema estromal,
dafio isquémico en la musculatura iridiana con midriasis arrefléxica o necrosis focal
del epitelio cristaliniano dando lugar al llamado “glaukomflecken”) (ruulonen, 2003)-

El glaucoma congénito primario (GCP): Es una entidad poco frecuente, que
afecta aproximadamente a 1:10000 neonatos. Responde a una disminucion en el flujo
de salida del HA secundaria a la presencia de una trabeculodisgenesia. La mayoria de

los casos de GCP son esporadicos y un 10% son hereditarios, respondiendo a un
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patron autosémico recesivo con penetrancia incompleta. La afectacion es bilateral
hasta en un 70% de los casos, aunque de forma asimétrica, debutando clinicamente en
un margen de edad entre el nacimiento y los diez afos de vida. En el diagndstico del
GCP debe considerarse la determinacién de la PIO, la medicion de los diametros
corneales (vertical y horizontal), la gonioscopia para la identificacion de
trabeculodisgenesias, y el examen de la papila dptica. La afectacion visual en el GCP
suele ser severa y su tratamiento es quirdrgico.

La Sociedad Europea del Glaucoma (SEUG) reconoce la existencia de
multiples clasificaciones del glaucoma y la arbitrariedad de las mismas. En general,
todas las formas de glaucoma deberian poder ser clasificadas en formas primarias o
secundarias en base a las caracteristicas del angulo camerular valorado mediante
gonioscopia, el examen biomicroscopico con lampara de hendidura, la morfologia de

la papila del nervio 6ptico y los defectos en el campo visual (tuulonen, 2003)-

1.2.- EPIDEMIOLOGIA

El glaucoma constituye la segunda causa de ceguera legal irreversible en el
mundo, por detrds de la retinopatia diabética y la segunda causa de ceguera evitable en
los paises desarrollados por detras de la catarata (Quigley, 2006)- Es una enfermedad que
afecta a mas de 67 millones de personas en todo el mundo (rouland, 2005) ¥ S€ prevé que
en el afio 2020, cerca de 79 millones de personas padeceran alguna de las formas de
esta enfermedad (qQuigley, 2006)-

La prevalencia estimada de glaucoma en sujetos de raza blanca entre los 45-

60 afios es del 1-2%, incrementandose hasta el 6% en los mayores de 70 afios. Su
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prevalencia se incrementa exponencialmente con la edad en todos los grupos raciales
(fig. 1), siendo este incremento mas acusado en sujetos africanos de raza negra. El
GAA es la forma mas frecuente de glaucoma en las poblaciones caucésicas y
africanas, mientras que el GAC es mas comun en las poblaciones asiaticas (Quigley,
2006)- En Espafia, la prevalencia del glaucoma se ha situado en torno al 2.1%, y
representa junto a la retinopatia diabética (RD), la degeneracion macular asociada a
la edad (DMAE) y los traumatismos oculares, una de las principales causas de
ceguera permanente en nuestro pais (anton, 2004)- Con todo, casi el 10% de las consultas

oftalmologicas en nuestro medio se relacionan con esta enfermedad.
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Figura 1: Prevalencia del GAA por grupos de edad en los 6 principales grupos
raciales. (Reproducido de: Quigley HA. et al. The number of people with glaucoma
worldwide in 2010 and 2020. Br J Ophthalmol. 2006, 90(3):262-267).

La enfermedad glaucomatosa constituye una preocupacion cada vez mayor
para la Salud Publica, ya que el incremento de la esperanza de vida poblacional en los
paises desarrollados, ha hecho que se incremente notablemente la prevalencia de esta

enfermedad, y con ello la necesidad de introducir nuevas terapias capaces de prevenir
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el glaucoma y controlar la gravedad y progresion de la enfermedad (wicrzbowska, 2010)-
Estudios de gasto sanitario-especifico de la enfermedad han mostrado como el mayor
consumo de recursos en el glaucoma deriva de los costes médicos directos (45%),
habiéndose producido un dramatico incremento en el numero de pacientes
glaucomatosos que reciben tratamiento médico, si bien ha disminuido el nimero de

procedimientos quirurgicos como tratamientos de primera linea routand, 2005)-

1.2.1.- Factores de Riesgo en el Glaucoma

Tradicionalmente se ha considerado la presion intraocular elevada (P10 > 21
mmHg) como el principal factor de riesgo para el desarrollo de glaucoma, y el tnico
sobre el que podemos actuar, al menos de momento, para detener la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, puede desarrollarse glaucoma con cifras de presion
intraocular dentro de los limites normales, y no todos los pacientes con hipertension
ocular tienen glaucoma (weinreb, 2004)- Por ello, cada vez se da mayor importancia a otros
factores en la génesis del glaucoma, especialmente en aquellos pacientes que muestran
progresion del defecto campimétrico con cifras de PIO normales, es decir, en los

llamados glaucomas normotensivos (GNT) (eske, 2008)-

El factor vascular parece estar altamente implicado en la patogenia del
glaucoma. Estudios epidemioldgicos recientes han demostrado que existe relacion
entre una presion arterial diastolica baja y una presion de perfusion ocular baja, y la
incidencia y progresion del glaucoma (considerando convencionalmente la presion de

perfusion ocular como la diferencia entre la presion sanguinea arterial sistémica y la
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presion intraocular) sonomi, 2000)- Aunque en la practica clinica no esté claro el valor de
la medicion del flujo sanguineo ocular en el manejo del glaucoma, los factores de
riesgo vascular deberian tenerse en cuenta, especialmente en aquellos pacientes que
muestran progresion del dano glaucomatoso incluso con cifras de PIO bajas (caprioli,
2010)- En este sentido, se ha debatido mucho sobre la relacion entre la diabetes y la
enfermedad glaucomatosa, y se considera que existe al menos dos veces mas riesgo de
desarrollar glaucoma en pacientes diabéticos, probablemente condicionado por
factores de tipo vascular y flujo sanguineo ocular (pache, 2006)-

El estudio OHTS muestra como la edad es un factor riesgo en la conversion de
pacientes hipertensos oculares a glaucomas y, como las tasas de progresion de la
enfermedad son mayores en los sujetos de mayor edad (Gordon, 2002)-

La mayoria de los estudios epidemioldgicos coinciden en que la prevalencia de
GAA es mayor en los sujetos de raza negra, al presentar una serie de caracteristicas
oculares que condicionan en ellos una mayor susceptibilidad al dafio glaucomatoso,
existiendo casi cuatro veces mas riesgo de padecer GAA en sujetos de raza afro-
caribefla que en sujetos caucasicos (Leske, 2008)-

Tradicionalmente se han considerado los antecedentes familiares de glaucoma,
en familiares de primer grado, como un factor de riesgo para el desarrollo de GAA,
con un riesgo tres veces mayor de desarrollar glaucoma en familiares de sujetos
afectos que en la poblacion general (eske, 2008)-

Parece que la miopia incrementa el riesgo de padecer glaucoma y ademas, este
aumento esta en relacion con la cuantia del defecto refractivo, siendo casi dos veces

mayor el riesgo de padecer GAA en pacientes miopes respecto a aquellos sin miopia.
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Probablemente el mayor tamafio de la excavacion de la papila optica en los pacientes
miopes podria justificar una mayor susceptibilidad al dafo glaucomatoso (witchelt, 1999)-

Una cornea central delgada -menor de 555micras- ha demostrado ser un factor
de riesgo independiente en la aparicion de GAA, aunque hay quienes lo consideran un
factor de confusion a la hora de medir la PIO mediante tonometria de aplanacion. En
cualquier caso, estudios multicéntricos, como el OHTS y el EGS, confieren al valor de
la paquimetria el mayor peso a la hora de determinar el riesgo de progresion de
hipertenso ocular a glaucoma, independientemente de su efecto artefactuador sobre la
medida de la PIO, considerando una mayor vulnerabilidad del nervio optico a la lesion
glaucomatosa en aquellos pacientes con corneas delgadas, relacionando esta condicion
con una mayor distensibilidad de la lamina cribosa (Gordon, 2002)-

La presencia de material pseudoexfoliativo se ha relacionado tanto con un
mayor riesgo de desarrollar glaucoma como de progresion de la enfermedad. Se estima
que el riesgo de progresion HTO-glaucoma se multiplica por dos en los pacientes con
pseudoexfoliacion, considerandose esta condicion como un factor de riesgo en si
mismo, independiente de las mayores cifras de PIO que suelen presentar estos
pacientes (Grodum, 2005)-

Las fluctuaciones circadianas de la PIO no han resultado ser un factor de
riesgo de progresion en los glaucomas incipientes segun los resultados del estudio
EMGT, pero si en los glaucomas avanzados, estableciéndose una relacion directa entre
el rango de fluctuacion de la PIO y el riesgo de progresion de la enfermedad (gengtsson,
2007)-

Aunque todavia hay muchos interrogantes, los estudios sugieren la existencia

de un factor de riesgo genético. Se han identificado numerosos genes (1q23, 2cen-q13,
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3q21-qg24, 8q23, 10pl15-pl14, 7q35-q36) asociados a diferentes tipos de glaucoma,
aunque no todos ellos han sido confirmados, lo que corrobora la gran heterogeneidad
genética de esta enfermedad. Dos de ellos, el TIGR/ MYOC (1g23) y el OPTN
(10p15-p14) han sido identificados en pacientes con glaucoma primario de angulo
abierto (GPAA), y un tercero, el WDR36 (5922) cuyas mutaciones se han asociado
tanto con el GPAA como con el GNT (pyse, 2010)- El primer gen que se identifico en el
glaucoma fue el gen MYOC, también llamado TIGR (de las siglas en inglés
“trabecular meshwork inducible glucocorticoid response”), que codifica para una
proteina, la miociclina, producida por las células trabeculares en respuesta al “stretch”
mecanico inducido por las cifras de PIO elevadas y a los glucocorticoides, y que es
segregada como constituyente de la matriz extracelular. Se han identificado mas de 43
mutaciones en dicho gen asociadas con el glaucoma primario de angulo abierto
(GPAA) y el glaucoma juvenil (ringert, 2002). El segundo gen, el OPTN (de las siglas en
inglés “optic neuropathy-inducing protein"), codifica para una proteina, la optineurina,
expresada por las células trabeculares, células del epitelio no pigmentado de los
procesos ciliares y células retinianas. Defectos en la expresion de esta proteina se han
asociado con la aparicién de GPAA (rezaie, 2002)-

El polimorfismo en un cuarto gen, el LOXLI, se ha relacionado con un
incremento en el riesgo de padecer glaucoma pseudoexfoliativo (un tipo de glaucoma
secundario de angulo abierto). Aunque se desconoce todavia la funcion especifica de
este gen, se cree que codifica para una proteina implicada en catalizar la formacion de
fibras de elastina (rorieifsson, 2007)-

A pesar de todo ello, menos del 10% de los casos de glaucoma tienen una base

genética, por lo que es necesario investigar si existen otros genes implicados no
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identificados hasta el momento. Por otra parte, se investiga la existencia de un posible
determinante genético de la presion intraocular (PIO) que permita identificar a los
sujetos de riesgo, posibilitando el diagnostico precoz de la enfermedad y mejorando
los resultados terapéuticos, a través de un tratamiento personalizado basado en la

geondmica de cada paciente (ryse, 2010)-

1.3.- FISIOPATOLOGIA

1.3.1.- Anatomiay fisiologia

El nervio optico (NO) esta formado por millones de fibras nerviosas
correspondientes a los axones de las células ganglionares retinianas que discurren
conformando la capa més profunda de la retina, la capa de fibras nerviosas de la retina
(CFNR). Las fibras nerviosas retinianas abandonan el ojo a través del orificio escleral
posterior o canal escleral. A nivel de este orificio, se encuentra la ldmina cribosa (LC)
constituida por una serie de laminas de tejido conectivo que se disponen formando una
estructura fenestrada con multiples poros a través de los cuales discurren los haces de
fibras nerviosas. Las aberturas de estos poros, en la superficie de la 1amina cribosa, se
identifican en la oftalmoscopia como puntos grisdceos profundos dentro de la
excavacion de la papila Optica. El tamafio de estos poros varia entre diez y cien micras
y su distribucion en el area de la LC es desigual, de manera que en las regiones nasal y
temporal del NO son mas pequenos y hay mas densidad de poros, lo que permite que
¢éstos sean mas resistentes. Por el contrario, en las regiones superior e inferior del NO
hay menos poros, siendo éstos ademas de mayor didmetro, lo que condiciona una

menor resistencia mMecanica (ramirez, 2008)- S€¢ ha visto que existe un aumento en el
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numero de poros visibles de la lamina cribosa, en aquellos ojos que exhiben
progresion en la pérdida del anillo neurorretiniano por el glaucoma (rezel, 2004)- Desde
hace afios se ha estudiado el papel de la lamina cribosa en la fisiopatologia del
glaucoma, entendiendo el nervio Optico como una estructura biomecéanica. Se ha
postulado que la distensibilidad de la LC juega un papel fundamental en el desarrollo
de la enfermedad.

En el centro de la papila del nervio dptico se identifica una depresion palida
tridimensional, libre de tejido neural, que se conoce como excavacion optica. El color
palido de la excavacion se debe a la exposicion de la lamina cribosa y a la pérdida de

tejido glial a este nivel.
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Figura 2: Estereofotografia de la papilla 6ptica en un ojo sano. C/D: cociente entre el
tamafio de la excavacion y el tamafo del disco optico. (Reproducida de: Bourne RR.
The optic nerve head in glaucoma. Community Eye Health. 2006, 19(59): 44—45).

El tamafio de la excavacion guarda relacion con el didmetro del disco optico

(fig.2), de manera que un disco pequeno tendrd una excavacion fisiologica pequeiia,

pues las fibras nerviosas retinianas tendran que cruzarse mas a su salida del globo
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ocular, mientras que un disco grande tendra una mayor excavacion fisiologica, ya que
las fibras nerviosas estaran menos cruzadas y se distribuirdn de manera mas
homogénea por toda la circunferencia papilar (jonas, 1988). El anillo neurorretiniano
(ANR) es la parte del disco optico comprendida entre el borde externo de la
excavacion y los margenes de la papila, y corresponde a la porcion preliminar de las
fibras nerviosas retinianas que cambian de angulacion para introducirse por el canal
escleral. E1 ANR tiene una coloracion anaranjada o rosada, y posee una configuracion
caracteristica, de manera que el borde inferior es el mas ancho, seguido por el
superior, el nasal y el temporal (regla ISNT) (jonas, 1988; Bourne, 2006)-

El glaucoma se caracteriza por un adelgazamiento progresivo del ANR con
aumento del tamafio de la excavacion Optica. El patrén morfoldgico de la pérdida del
anillo es variable, pudiendo presentarse como una pérdida difusa, localizada (muesca o
sacabocados) o mixta, siendo mdas frecuente que acontezca a nivel de los polos
superior e inferior, y de forma mas precoz a nivel de este Ultimo (gartz, 1999; Larrosa, 2001)-

Para poder interpretar los defectos en el campo visual en relaciéon con el
aumento de la excavacion del nervio Optico, es fundamental conocer la disposicion de
los casi 1.2 millones de axones de células ganglionares, a nivel de la retina y a su paso
a través del canal escleral. Dentro de la retina, las fibras procedentes de la macula
siguen un trayecto recto hasta la papila dptica, conformando un area en forma de huso
denominado haz papilo-macular. Las fibras procedentes de la retina nasal siguen
también un trayecto relativamente recto hasta el nervio dptico, y las fibras procedentes
de la retina temporal siguen un trayecto arqueado alrededor del haz papilo-macular
para alcanzar la cabeza del nervio dptico, sin cruzar el rafe horizontal que se extiende

desde la fovea hasta la periferia retiniana temporal formando el limite virtual entre las
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hemirretinas superior e inferior (fig. 3). A nivel del disco Optico, las fibras nerviosas
retinianas se encuentran dispuestas de manera que, las fibras procedentes de las zonas
mas periféricas de la retina ocuparan la porcion mas periférica (externa) del NO,
mientras que las fibras procedentes del polo posterior y las proximidades de la papila,
ocuparan la porcion mas central del nervio (gar, 1999). Las fibras retinianas procedentes
de las regiones superotemporal e inferotemporal de la retina, que describen una
trayectoria arqueada hacia la papila, serdn por tanto, mas vulnerables a la lesion

glaucomatosa.

Figura 3: Esquema de la distribucion retinotopica de la capa de fibras nerviosas de la
retina, en un ojo izquierdo.

1. haz papilo-macular; 2. haz de fibras temporales arcuatas superior; 3. haz de fibras
temporales arcuatas inferior; 4. haz de fibras radiales nasales superior; 5. haz de fibras
radiales nasales inferior.

En la porcion anterior del nervio Optico o cabeza del nervio Optico pueden
distinguirse cuatro regiones: la capa superficial de fibras nerviosas (CSFN), la region
preliminar (RPL), la porcioén laminar y la retrolaminar (RRL); cada una de las cuales
recibe un aporte sanguineo diferente (vackenzie, 2008). El principal aporte de sangre a la

cabeza del nervio Optico, en sus porciones preliminar, laminar y retrolaminar, llega a

través de las arterias ciliares posteriores cortas (ACPC), bien por ramas directas o a
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partir de ramas derivadas del circulo de Zinn-Haller; mientras que la arteria central de
la retina (ACR) es la contribuye a la irrigacion de la retina y de la capa superficial de
fibras nerviosas del nervio Optico (fig. 4). Debemos considerar que el sistema ciliar
funciona con una presion de perfusion menor que el sistema de la ACR, lo que
condiciona una mayor vulnerabilidad de aquellas estructuras que como la lamina
cribosa, solamente son irrigadas por el sistema ciliar (ramirez, 2008). El drenaje venoso de

la cabeza del NO ocurre exclusivamente a través de la vena central de la retina (VCR).
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Figura 4: Esquema de la vascularizacion de la cabeza del nervio 6ptico. (Reproducido
de: Mackenzie PJ. et al. Vascular anatomy of the optic nerve head. Can J Ophthalmol.
2008; 43(3): 308-312).

El humor acuoso (HA) es producido a nivel del cuerpo ciliar, por el epitelio no

pigmentado de los procesos ciliares, a partir de un ultrafiltrado de plasma. Desde alli,

se vierte a la cdmara posterior del ojo, situada entre el iris y el cristalino, pasando
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después a la camara anterior a través de la pupila. Una vez en la cdmara anterior del
0jo, el HA es drenado por dos vias: la via trabecular o la via uveo-escleral (fig. 5).

La via trabecular es la via convencional de evacuacion, responsable del
drenaje de aproximadamente el 80% del HA. En ella el humor acuoso fluye a través
de la malla trabecular, situada a nivel del angulo irido-corneal, hacia el canal de
Schlemm. Una vez en la luz del canal, el HA es evacuado por los vasos colectores,
alcanzando a través de las venas del acuoso, el sistema venoso espiescleral.

La via uveo-escleral es la via no convencional, responsable del drenaje del
10% del HA restante. EI humor acuoso es reabsorbido por el cuerpo ciliar pasando
directamente al espacio supracoroideo, desde donde es drenado por la circulacién

venosa del cuerpo ciliar-coroides-esclerotica.

Carnea

Trabéculum e S L

Cuerpo Ciliar

Figura 5: Esquema-ilustracion circulacion del humor acuoso: produccion a nivel de
los procesos ciliares, paso desde la camara posterior a la camara anterior del ojo a
través de la pupila, y drenaje a través de la malla trabecular, situada en el angulo
camerular. (Reproducido de: Kanski J. Oftalmologia clinica. 5° edicion. Ed. Elsevier-
Esparia. 20006).
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El desequilibrio entre la produccion y la eliminacién del humor acuoso es la
causa principal de aumento de la PIO. En este sentido, las terapias hipotesoras
buscan la reduccion de la PIO, bien aumentando el flujo de salida uveo-escleral del
HA (prostaglandinas y midticos) o bien disminuyendo su produccion (beta-

bloqueantes, alfa-2-agonistas e inhibidores de anhidrasa carbonica).

1.3.2.- Teorias etiopatogénicas

La controversia sobre la fisiopatologia del glaucoma ha comprendido
basicamente dos teorias etiopatogénicas, la mecéanica y la vascular, sin embargo, en los
ultimos afios se habla de un tercer mecanismo, de tipo inmune, implicado en la génesis

del glaucoma.

1.3.2.1.- Teoria mecanica

Aunque el mecanismo exacto del dafio glaucomatoso sobre la capa de células
ganglionares es desconocido, se ha considerado tradicionalmente el aumento de la
presion intraocular (PIO) como la causa esencial del glaucoma. Asi, este aumento de
la PIO, actuando sobre el tejido conectivo de la lamina cribosa (LC), originaria la
compresion de los axones de las CGRs, interrumpiendo el flujo axonal retrogrado, y
bloqueando la llegada de factores neurotréficos enddgenos al soma de la célula
ganglionar retiniana (weinreb, 2004)- EXisten evidencias, tanto por estudios retrospectivos
(Mao, 1991) COINO ProSpectivos (cNTGS, 1998; AGIS, 2000; Kass, 2002; Leske, 2003), de los beneficios
del descenso de la PIO sobre el enlentecimiento de la progresion en la pérdida de

funcion visual, en los pacientes con glaucoma.
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1.3.2.2.- Teoria vascular

Seglin la teoria vascular, existiria un compromiso en el flujo sanguineo capilar
a nivel de la cabeza del nervio Optico, que originaria la isquemia y alteracion funcional
de las células ganglionares retinianas. Se ha visto como los descensos nocturnos no
fisiologicos de la presion arterial y las amplias fluctuaciones circadianas de la presion
de perfusion ocular se relacionan con el desarrollo y la progresion de la enfermedad
glacuomatosa (weme, 2008). Hay datos que sugieren la existencia de una alteracion en los
mecanismos de autorregulacion vascular en el glaucoma, entre los cuales se ha
encontrado una reduccion en el flujo sanguineo, tanto coroideo como a nivel de la
cabeza del nervio dptico, sus fluctuaciones son mayores, en sujetos con glaucoma y
que en ojos con PIO elevada, cuanto mayor es el indice de resistividad en la arteria
oftdlmica y en las arterias ciliares posteriores cortas, mayor es el riesgo de deterioro
del campo visual (Martinez, 2005)- Numerosos estudios han permitido evidenciar defectos
de perfusion no solo a nivel de la cabeza del nervio Optico sino también a nivel
cerebral y retrobulbar, en los pacientes con glaucoma.

Se dispone de distintos instrumentos para el estudio del flujo sanguineo ocular
(FSO), los cuales proporcionan informacion util tanto para el diagnostico como para el
prondstico de la enfermedad (martinez, 2005). Sin embargo, el estudio del FSO presenta
claras limitaciones, ya que no se dispone de un método inico que permita evaluar los
distintos lechos vasculares en una sola medicion (cada instrumento permite determinar
el FSO en un area concreta del globo ocular: retina, coroides, vasos retrobulbares,
cabeza del NO), y los resultados obtenidos con cada una de las técnicas son
dificilmente comparables (caprioli, 2010)- NO obstante, los estudios del flujo sanguineo

ocular ayudaran a mejorar el enfoque terapéutico de los pacientes con glaucoma.
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1.3.2.3.- Teoria autoinmune

Desde que Tezel y Wax en 1998 documentara la presencia de titulos elevados
de anticuerpos frente a las proteinas de choque térmico (HSP) en pacientes con GNT,
la concepcion del glaucoma como una enfermedad autoinmune 6rgano-especifica, esta
cada vez mas extendida. El ojo y el cerebro se conocen como “érganos
inmunoprivilegiados” en base a su capacidad para controlar sus reacciones
inflamatorias en respuesta a las agresiones externas. A nivel del globo ocular, el
humor acuoso y la cdmara anterior, son las estructuras capaces de controlar dicha
inmunogenicidad.

Se ha podido demostrar la existencia de un incremento en la reactividad de
anticuerpos frente a la alfa-fodrina (la principal proteina constituyente del
citoesqueleto neuronal), en pacientes con GNT de poblaciones alemana y
estadounidense, también demostrada en otras enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer (Grus, 2006). Aunque no esta claro el mecanismo exacto de autoinmunidad
en la enfermedad glaucomatosa, y si ésta es causa o consecuencia, se han podido
detectar distintos patrones de autoanticuerpos tipo IgG frente a antigenos del nervio
optico y/o retinianos, en el humor acuoso de pacientes con glaucoma (glaucoma
pseudoexfoliativo y primario de angulo abierto). En algunos casos se habla de una
sobreactivacion del sistema inmune mientras que en otros se defiende una hipofuncion
del mismo, como la responsable de la falta de proteccion y mayor vulnerabilidad
frente al glaucoma (Grus, 2008). Esto tltimo, concordaria con la teoria de Schwartz, en la
que mediante vacunaciébn con antigenos especificos, se estimularia la respuesta

inmune, confiriendo proteccion frente al glaucoma (schwartz, 2003)-
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Aunque son necesarios mas estudios para comprender la relevancia de los
autoanticuerpos en la patogenia del glaucoma, la posibilidad de demostrar una
reactividad inmunoldgica especifica frente a determinados antigenos oculares, en estos
pacientes, seria de gran utilidad como test de screening, permitiendo un diagndstico

precoz de la enfermedad.

Por uno u otro mecanismo, o lo que es mas probable, por efecto combinado
todos ellos, aconteceran una serie de cambios a nivel de la cabeza del nervio dptico,
con pérdida del tejido nervioso axonal, activacion del tejido glial y remodelacion
tisular, que llevardn en ultimo término a la degeneracion y muerte de la célula
ganglionar retiniana (wierzbowska, 2010):

- Pérdida de tejido nervioso axonal: Se ha considerado tradicionalmente, que
el dafo inicial en el glaucoma, acontece a nivel de los axones de las CGRs. Sin
embargo, parece que desde fases iniciales de la enfermedad, se produce una afectacion
de la célula ganglionar retiniana a distintos niveles, y que la degeneracion final del
soma celular estaria precedida no so6lo por el dafio axonal sino también por la pérdida
de sus conexiones dendriticas con otras neuronas retinianas y de los centros superiores
de la vision (Yiicel, 2008)-

- Activacion secundaria del tejido glial: La activacion del tejido glial -
microglia, astrocitos y células de Miiller- en respuesta al estrés, mecanico o vascular,
llevara a un desequilibrio en la expresion de genes y factores reguladores del ciclo
celular, con sobreactivacion de mediadores intracelulares como la 6xido nitrico
sintetasa-2 inducible (NOS-2), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) o el factor de necrosis

tumoral-200 (TNF-2a); asi como a cambios en la morfologia de las células,
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favoreciendo la acumulacion en el espacio extracelular de glutamato, H y K, que
seran interiorizados en el citoplasma astrocitario, provocando la edematizaciéon de las
células gliales. Dicho edema provocara la degeneracion del tejido astroglial, quedando
desprotegido el axon de la célula ganglionar y produciéndose la muerte de la misma.
La irreversibilidad de la enfermedad glaucomatosa reside precisamente en la
degeneracion y muerte final de las células ganglionares retinianas.

- Remodelacion tisular: En la neuropatia dptica glaucomatosa se produce una
remodelacion a nivel de la cabeza del NO, con aumento tipico de la excavacion, que
parece responder no sdlo la pérdida de fibras nerviosas, tejido glial y vasos
sanguineos, sino también, a la activacion de procesos metabolicos y sistemas
enzimaticos, como las metaloproteasas (MMPs), que condicionaran modificaciones en
la composicion de la matriz extracelular. Dichos cambios induciran un incremento del
coladgeno tipo VI y una disminucion de las fibras colagenas alrededor de las fibras
elasticas, lo que determina una alteracion importante de las propiedades biomecanicas
de la lamina cribosa. Ademas, el colageno tipo IV, constituyente de la membrana basal
astrocitaria, también se vera incrementada en las regiones prelaminar y laminar de la
cabeza del nervio optico, modificindose la estructura original de los poros, lo que
podria explicar porqué existe una menor capacidad para amortiguar los gradientes de

presion en esta patologia (rezel, 2004)-

1.3.3.- Degeneracion y muerte de la célula ganglionar retiniana

La célula diana del dafio glaucomatoso es la célula ganglionar retiniana, sobre
la que actian de forma directa (efecto mecéanico de la presion intraocular) o indirecta

(isquemia retiniana, bloqueo del transporte axonal retrogrado), distintos factores. El
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papel de otros tipos celulares no neuronales, en la patogenia del glaucoma, es en parte
incierto, si bien, en modelos de glaucoma experimental se ha podido constatar la
activacion de los astrocitos y de la microglia asociada a la degeneracion de las CGRs
(Naskar, 2002)-

Aunque las manifestaciones clinicas del glaucoma son bien conocidas, no asi
los mecanismos exactos por los que se produce la muerte de la célula ganglionar
retiniana. Se cree que la muerte de la CGR en respuesta al dafio axonal y a los cambios
en la matriz extracelular, inducidos por el incremento de la PIO, ocurre por un
mecanismo de apoptosis Guo, 2005)- Aunque el mecanismo de apoptosis o muerte celular
programada, puede ser activado por distintos estimulos, en el caso del glaucoma, la
CGR entra en apoptosis en respuesta a dos fenomenos fundamentales: la deprivacion
de factores neurotréficos y la presencia de niveles excesivos de aminoacidos
excitadores (como el glutamato) en el medio extracelular.

Uno de los conceptos mas importantes para poder entender la secuencia de
acontecimientos que llevan a la muerte de la célula ganglionar, es aceptar que su
proceso de degeneracion ocurre de forma compartimentalizada. Investigaciones
recientes sugieren que el proceso de destruccion de la CGR sucede en las siguientes
etapas (Nickells, 2007)-

a.- Elevacion de la presion intraocular y activacion del tejido glial a nivel la
lamina cribosa del nervio optico: Las células gliales activadas, interrumpiran sus
funciones de soporte y aporte nutricional a la célula ganglionar, liberando distintos
mediadores como la proteina gliofibrilar acida (GFAP), la vimentina, el oxido nitrico
y otros agentes vasoactivos; que actuaran sobre la microcirculacion de la cabeza del

nervio optico, comprometiendo el aporte sanguineo a este nivel (gemandez, 2008)-
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b.- Dario axonal y degeneracion selectiva del axon de la CGR: La isquemia
originada en la porcion pre-laminar del nervio Optico, estimulara la entrada masiva de
calcio (Ca™) dentro de la célula y la autodigestion del citoesqueleto y organelas
axoplasmicas, existiendo una interrupcion del flujo axonal y bloqueandose de esta
manera, el transporte de neurotrofinas/factores neurotroficos hacia el soma de la célula
ganglionar (whitmore, 2005)-

c.- Apoptosis de la célula ganglionar -degeneracion primaria-: La deprivacion
de neurotrofinas desencadenard la disfuncion mitocondrial a nivel del soma de la
CGR, con la consiguiente sobreproduccion de radicales libres del oxigeno (RLO),
liberacion de la citocromo-C-oxidasa, formacion del apoptosoma y activacion de una
compleja cascada de enzimas -caspasas, nucleasas, proteasas y lipasas- que llevaran a
la degradacion de los componentes intracelulares y a la entrada de la célula en
apoptosis (osborne, 2008)-

d.- Apoptosis de la célula ganglionar -degeneracion secundaria-: Las CGRs
que han sufrido apoptosis tras la lesion de sus axones, liberaran sus depositos de
glutamato al espacio extracelular, el cual actuard sobre las células ganglionares
vecinas estimulando la degeneracion de éstas (martin, 2002)-

e.- Activacion del tejido glial en respuesta al proceso de neurodegeneracion:
Esta activacion tardia del tejido glial en respuesta a la degeneracion de las CGRs y sus
axones, llevara a la migracion de los astrocitos y células de Miiller que fagocitaran los
detritus celulares y sintetizaran nuevos componentes de la matriz extracelular, con la
formacion de una cicatriz de tejido fibroso que ocupara el espacio dejado por las

células ganglionares degeneradas (memandez, 2008). Ademas el tejido glial activado,
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liberara mediadores potencialmente toxicos, como el TNF-2a, oxido nitrico y

glutamato, que contribuiran a la propagacion del dafio neuronal (osborne, 2008)-

Un mejor conocimiento de la fisiopatologia del glaucoma permitira el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas, y el desarrollo de terapias cada vez mas
efectivas. En las ultimas décadas, el concepto de enfermedad glaucomatosa se ha
ampliado, considerado como tal, no sélo la afectacion del nervio optico —neuropatia-,
sino también de otras estructuras y centros superiores de la vision -enfermedad

neurodegenerativa-, como el nicleo geniculado lateral (NGL) y el cortex visual (yiicel,

2003; Gupta, 2007)-

1.4.- TRATAMIENTO ANTIGLAUCOMATOSO

1.4.1.- Tratamiento hipotensor

Segtn los resultados del OHTS entre el 4-20% de las personas con HTO
desarrollan defectos en el campo visual a los cinco afos (kass, 2002)- La deteccion y
tratamiento precoz del glaucoma es fundamental, ya que una vez que se ha
establecido el defecto en el campo visual ninguna forma de tratamiento puede
restaurarlo. Tradicionalmente, el tratamiento hipotensor se han considerado el “gold
estandar” en el tratamiento del glaucoma, por ser la presion intraocular el nico
factor de riesgo potencialmente modulable y sobre el que es posible actuar con
eficacia. El descenso de la PIO que se busca conseguir con el tratamiento es la

denominada presion diana, que se define como la PIO media obtenida con
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tratamiento, que evita la progresion del dafio glaucomatoso (kass, 2002). Segun los
resultados del estudio EMGT sobre efectividad de la reduccion de la PIO con
tratamiento frente a no tratamiento, en pacientes con GAA incipiente, por cada
mmHg de reduccién de la PIO respecto a la cifra basal, el riesgo de progresion de la

enfermedad disminuye en un 10% (reske, 2003)-

1.4.1.1.- Médico

El tratamiento médico del glaucoma ha sufrido en los ultimos afios una
importante revolucion. Hasta finales de los 80 sdlo se disponia de tres clases de
farmacos para el tratamiento del glaucoma: los mioticos, los simpaticomiméticos no
selectivos y los inhibidores de la anhidrasa carbonica (IAC) orales. Sin embargo, los
efectos adversos tanto de los midticos como de los simpaticomiméticos no selectivos,
constituyeron una limitaciéon importante para su uso clinico. Por su parte, los IAC
sistémicos siguen ocupando un lugar importante en el tratamiento del glaucoma,
aunque su utilizacion ha quedado relegada a casos especiales. En sélo unos afios las
posibilidades terapéuticas en el glaucoma se multiplicaron. La aparicion de los
betabloqueantes a finales de los afos 70, supuso una auténtica revolucion en el
tratamiento del glaucoma, ya que a su potente efecto hipotensor se unia un perfil de
seguridad local y sistémica muy superior al de los anteriores.

Los resultados de una revision de la Cochrane del afio 2007, sobre eficacia del
tratamiento médico hipotensor en el glaucoma incipiente y en la HTO, demostraron
que el tratamiento antiglaucomatoso topico previene eficazmente la conversion de

hipertenso ocular a glaucoma, y la aparicion de defectos en el campo visual, aunque
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sin especificar qué farmaco utilizar ni tampoco cuél de los farmacos disponibles ofrece

un mayor efecto protector sobre el campo visual (vass, 2007)-

De entre los diferentes grupos de farmacos hipotensores oculares destacamos los

siguientes:

1.4.1.1.a.- Andlogos de prostaglandinas

Los analogos de prostaglandinas son el grupo farmacologico de mas reciente
apariciéon en el arsenal terapéutico del glaucoma. Su potencia hipotensora, su
mecanismo de accion y la simplicidad de su posologia (una vez al dia), les ha
permitido situarse en la primera linea en el tratamiento del glaucoma (van der valk, 2005)-
En nuestro pais se encuentran comercializados 4 compuestos: latanoprost,
bimatoprost, travoprost y tafluprost.

En los estudios llevados a cabo en humanos con los andlogos de la PGF2a, se
ha evidenciado un descenso de la PIO a expensas de aumentar el drenaje de HA por
la via uveo-escleral. Se utilizan en una aplicacion unica diaria, preferiblemente por la
noche. Su efecto suele iniciarse a las 2-4 horas de la primera instilacion, con un
efecto méximo entre las 8-12 horas postadministracion. El tratamiento con analogos
de prostaglandinas se ha visto relacionado con efectos adversos a nivel ocular como
hiperemia conjuntival, picor y escozor ocular, aumento de la pigmentacion de la piel
periocular y crecimiento de las pestafias, aumento de la pigmentacion iridiana, edema
macular quistico en pacientes afaquicos y pseudofaquicos, reactivacion de queratitis
herpética, incluso casos de uveitis anterior. Por su parte, los andlogos de

prostaglandinas parecen tener muy pocos efectos adversos sistémicos en
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comparacion con los beta-bloqueantes y los agonistas alfa2-adrenérgicos, que se
reducen a episodios de exacerbacion del asma y disnea o disminucion de la
capacidad respiratoria en sujetos afectos de EPOC (arranz-Mérquez, 2002)-

Los analogos de prostaglandinas pueden usarse solos (en monoterapia -
bimatoprost, latanoprost y travoprost- parecen ser al menos tan efectivos como el
maleato de timolol en el descenso de la PIO) o en combinacidon con otros farmacos
antiglaucomatosos (van der valk, 200s)- En muchos paises europeos hay disponibles
combinaciones fijas de analogos de prostaglandinas y maleato de timolol, que
administradas una vez al dia por la noche, han demostrado ser tan efectivas como los

componentes de la combinacion administrados juntos pero por separado (van der Valk,

2005)-

1.4.1.1.b.- Agonistas adrenérgicos (simpaticomiméticos)

En el tratamiento médico del glaucoma se han utilizado tanto agonistas
adrenérgicos no selectivos (epinefrina) como agonistas alfa2-selectivos (clonidina,
apraclonidina y brimonidina). La epinefrina ha sido utilizada en el tratamiento del
glaucoma durante casi un siglo, pero el desarrollo posterior de los agonistas alfa2-
adrenérgicos ha relegado su uso en el momento actual.

Existen tres agentes alfa2-adrenérgicos de uso tdpico ocular -clonidina,
apraclonidina y brimonidina- que se diferencian fundamentalmente en su indice
terapéutico, grado de selectividad, lipofilia y efectos adversos. Clonidina fue el
primer agonista alfa-2 utilizado en el tratamiento del glaucoma. Su alta lipofilia
facilita su penetracion a nivel ocular pero también condiciona su aplicabilidad clinica

por la facilidad para atravesar la barrera hematoencefilica y originar efectos
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secundarios sistémicos como hipotension arterial, sedacion e incluso sincope. La
apraclonidina es un derivado hidrofilico de la clonidina, lo que explica su baja
penetracion corneal y la dificultad para atravesar la barrera hematoencefalica, por lo
que no asocia los efectos secundarios sistémicos de la clonidina. Es el menos alfa-2
selectivo de los tres, y debe su efecto hipotensor a un doble mecanismo: reduce la
produccion de humor acuoso debido a su accidon alfa-1-vasoconstrictora sobre los
procesos ciliares y reduce la presion venosa epiescleral disminuyendo la resistencia
al drenaje del acuoso. En Espafia hay comercializadas dos concentraciones de
apraclonidina, al 1% formulada en monodosis, para uso en procesos agudos como
profilaxis de picos hipertensivos tras procedimientos oftalmoldgicos con laser, y
apraclonidina al 0,5% para tratamiento antiglaucomatoso cronico, aplicado dos o tres
veces al dia (van der valk, 2005 Practicamente todos los efectos adversos de
apraclonidina son de tipo local, en relacion con su actividad alfal-agonista, pero el
efecto adverso que mas ha limitado su uso clinico es la reaccion de hipersensibilidad
ocular inducida en los tratamientos prolongados (blefaroconjuntivitis alérgica y
dermatitis), considerandose como tratamiento de segunda linea y fundamentalmente
en terapia combinada con otros agentes hipotensores. La brimonidina es un
compuesto lipofilico, con una alta penetracion ocular a través de la cérnea, y de los
tres es el que presenta una mayor selectividad por los receptores alfa-2. Actua
fundamentalmente disminuyendo la produccion de humor acuoso, aunque también
podria tener cierto efecto facilitando el flujo de salida uveo-escleral. La SEUG
incluye la brimonidina entre los firmacos de primera linea en el tratamiento del
glaucoma en dos aplicaciones al dia, especialmente en pacientes en tratamiento con

betabloqueantes sistémicos, y en la profilaxis de picos hipertensivos tras tratamientos
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oftalmologicos con 1laser (tuuonen, 2003)- Es el unico farmaco antiglaucomatoso
considerado dentro del grupo B de seguridad en el embarazo, no existiendo evidencia
de efectos teratdgenos en humanos aunque debe evitarse en el ultimo trimestre del
embarazo (coleman, 2005)- Debido a la capacidad de brimonidina de atravesar la barrera
hematoencefalica, puede producir sintomas por depresion del SNC (astenia,
somnolencia, falta de atencion e hipotension sistémica), por lo que no debe utilizarse
en pacientes en tratamiento con antidepresivos triciclicos o inhibidores de la

monoaminooxidasa, ni en niflos menores de 2 afios.

1.4.1.1.c.- Beta-bloqueantes

Su introduccién a finales de los 70 supuso una verdadera revolucion en el
tratamiento del glaucoma. El maleato de timolol (1978) fue el primero en utilizarse
en el tratamiento del glaucoma, y posteriormente se han ido poniendo a disposicion
del oftalmdlogo otros principios activos de la misma familia, de los cuales los mas
utilizados en la actualidad son el carteolol, el betaxolol, y el levobunolol. Los
bloqueantes beta-adrenérgicos actuan disminuyendo la produccion de HA al actuar
sobre los receptores beta del cuerpo ciliar. Su posologia es de una gota cada 12 horas,
con algunas excepciones, como el levobunolol que puede ser administrado una vez al
dia o el maleato de timolol que formulado en gel (Timogel®) puede utilizarse
también en aplicacion unica diaria (rouland, 2002). LOs beta-bloqueantes topicos se
dividen en dos grupos: selectivos que bloquean Unicamente los receptores beta-1
(betaxolol), y no selectivos que actian sobre los receptores beta-1 y beta-2 (maleato
de timolol, carteolol, levobunolol). Poseen una alta eficacia hipotensora y una buena

tolerancia local, aunque su uso clinico se ve limitado por los efectos adversos
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sistémicos que presentan. Contraindicados en casos de hiperreactividad bronquial
(EPOC o asma), bradicardia sinusal, hipotension arterial, bloqueos aurico-
ventriculares, insuficiencia cardiaca congestiva, embarazadas durante el segundo y
tercer trimestres de la gestacion o pacientes con antecedentes de shock anafilactico o
reacciones alérgicas graves a medicamentos. La mayoria de los problemas de
intolerancia local a los betabloqueantes topicos son debidos a la utilizacion del
cloruro de benzalconio (BAK) como conservante en sus formulaciones. Para
disminuir la incidencia de efectos adversos locales se han desarrollado formulaciones
sin conservantes, de las cuales Timabak® es la unica comercializada en nuestro pais.
Los betabloqueantes son farmacos efectivos en la reduccion de la PIO, y se
dispone de una amplia experiencia en cuanto a su eficacia, seguridad y tolerabilidad.
Sus contraindicaciones son bien conocidas, aunque algunas de ellas no han sido

claramente probadas o no se ha demostrado su relacion causal.

1.4.1.1.d.- Inhibidores de anhidrasa carbonica (1AC)

Los inhibidores de la anhidrasa carbdonica han formado parte del tratamiento
médico del glaucoma desde mediados de los afios 50. En el momento actual son el
unico tratamiento sistémico empleado como terapia cronica en el glaucoma, pero sus
efectos adversos (anorexia, parestesias, litiasis renal y acidosis) han limitado de
forma importante su uso en la clinica habitual. Actian disminuyendo la produccion
de HA mediante la inhibicion de la anhidrasa carbonica (isoenzima II) en los
procesos ciliares y pueden ser utilizados en monoterapia o como tratamiento

coadyuvante asociados a otros farmacos antiglaucomatosos. Se dividen en dos
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grupos: los IAC sistémicos (acetazolamida) y los IAC topicos (dorzolamida y
brinzolamida).

La acetazolamida es un IAC sistémico utilizado en el tratamiento del
glaucoma. Los efectos adversos de acetazolamida cuando es administrada por via
oral (nauseas, parestesias, pérdida de peso, malestar general, pirosis, nefrolitiasis,
aumento de la frecuencia miccional, hipopotasemia, acidosis metabodlica, cefalea e
incluso cuadros de anemia hemolitica y/o aplasica) se relacionan con la dosis
administrada, por lo que no se recomienda iniciar el tratamiento con dosis muy
elevadas. La dosis utilizada normalmente en la clinica oscila entre los 125 mg
administrados 2 veces al dia hasta los 250 mg administrados cada 8 horas.
Dorzolamida se introdujo en el mercado como el primer IAC tdpico para el
tratamiento del glaucoma en 1995. Presenta una alta afinidad no s6lo por la isoforma
IT sino también por la isoforma IV, lo que podria justificar un cierto efecto sobre el
flujo sanguineo ocular. Se utiliza en el tratamiento del glaucoma a una concentracion
del 2%, presentando un efecto terapéutico maximo a las 2 horas de su instilacion, y
una duracion de mas de 8 horas (van der valk, 2005). La brinzolamida se introdujo tres
afios después, en 1998, y presenta una estructura quimica similar a la de la
dorzolamida pero mas liposoluble. Estudios comparativos de eficacia pusieron de
manifiesto que el efecto hipotensor de brinzolamida 1% era similar al de
dorzolamida 2%, administrada 2 y 3 veces al dia. En la practica se utiliza
brinzolamida al 1% porque concentraciones mas elevadas no han demostrado mayor
potencia hipotensora y si mayores efectos adversos (van der valk, 2005)- Los problemas de

tolerancia de los IAC tdpicos son basicamente locales, produciendo escozor y picor
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ocular, queratitis punctata superficial, vision borrosa, urticaria y angioedema

periocular, incluso vértigo, cefalea y/o miopizacion transitoria.

1.4.1.1.e.- Parasimpaticomiméticos (mioticos)

En este grupo se incluyen compuestos capaces de producir respuestas
biologicas mediante estimulacion directa de los receptores colinérgicos
(parasimpaticomiméticos) o bien inhibiendo la accion de la colinesterasa
(anticolinesterasicos).

Dentro del grupo de firmacos parasimpaticomiméticos que actiian sobre los
receptores muscarinicos, la pilocarpina (de origen natural) es el unico comercializado
en Espafia para el tratamiento del glaucoma. Otros agentes colinérgicos como el
carbacol (de origen sintético), la fisostigmina (anticolinesterasico de efecto reversible)
o el ecotiofato (anticolinesterasico de efecto irreversible) han encontrado utilidad
oftalmoldgica por el efecto hipotensor derivado su accidon constrictora sobre el
musculo ciliar y el esfinter del iris (miosis), sin embargo, en el momento actual
ninguno de ellos esta disponible comercialmente en Espafa para uso oftalmologico.

La pilocarpina acthia sobre los receptores colinérgicos muscarinicos de la
musculatura lisa ocular produciendo la contraccion del esfinter del iris (miosis) y del
musculo ciliar (acomodacion) y originando una rotacion del espolon escleral con la
consiguiente dilatacion y apertura de los espacios trabeculares, lo que favorece el
flujo de salida del HA a su través. Se ha postulado un efecto directo de la pilocarpina
sobre la malla trabecular, que no ha sido nunca demostrada. Desde su sintesis en
1876, la pilocarpina ha sido el midtico mas utilizado en el tratamiento del glaucoma,

tanto de angulo abierto como de angulo cerrado. Sin embargo, en nuestro medio se
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encuentra en desuso como tratamiento cronico del glaucoma, en base a la corta
duracion de su accidn y a sus efectos secundarios (cefalea, vision borrosa, hiperemia
conjuntival y epifora, iridociclitis, cierre angular parado6jico y tracciones vitreo-
retinianas que pueden aumentar el riesgo de desprendimiento de retina). En el
momento actual sus usos terapéuticos son puntuales, utilizandose en el tratamiento
del glaucoma agudo por cierre angular, previo a la realizacion de iridotomias laser.
La capacidad de la pilocarpina para alterar la barrera hematoacuosa (BHA)
contraindica su uso en los glaucomas neovasculares y/o uveiticos, y en todas aquellas

situaciones en las que exista una reaccion inflamatoria en la cdmara anterior del ojo.

Las novedades en el tratamiento médico antiglaucomatoso se centran, en el
momento actual, en el perfeccionamiento de principios activos preexistentes para
mejorar su tolerancia local, facilitar su administracion y cumplimiento terapéutico; y
en el descubrimiento de nuevas moléculas.

En cuanto a productos ya comercializados, se esta intentando mejorar su
tolerancia local mediante la introduccidon de modificaciones en su formulacion, como
la sustitucion de conservantes cldsicos como el cloruro de benzalconio (BAK), por
otros con menor toxicidad sobre la superficie ocular como el Polyquad (Travatan-
Free™), o como el disefio de presentaciones libres de conservantes (Saflutan®™) (Hommer,
2010)-

En cuanto a los nuevos principios activos podemos destacar las siguientes

lineas de trabajo:
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1.4.1.1.f.- Nuevos andlogos de prostaglandinas

A la lista de andlogos de prostaglandinas existentes en el mercado, se unen
otros nuevos que pretenden mejorar su potencia farmacoldgica. Dos analogos de
prostaglandinas de segunda generacion, el AR-102 y el PF-03187207 se encuentran
en fase de investigacion. Respecto al AR-102, ha demostrado en ensayos preclinicos
una eficacia hipotensora superior a la de latanoprost con resultados de tolerancia
optimos e incluso superiores a los de travoprost. En cuanto al PF-03187207, es un
analogo de PGF2a que asocia propiedades de donante de moléculas de 6xido nitrico,
potenciando el efecto hipotensor del andlogo de PGs con el efecto afiadido de la
relajacion del musculo ciliar. Sin embargo, a partir de los resultados de ensayos
preclinicos parece que esta molécula no va a ser finalmente comercializada (wierbowska,

2010).

1.4.1.1.g.- Agonistas de receptores serotoninérgicos

Recientemente se ha identificado la presencia de receptores serotoninérgicos 5-
HT, a nivel del musculo ciliar y del trabéculum, lo que podria suponer una nueva
diana terapéutica. En modelos de glaucoma experimental en monos se ha probado la
eficacia de un agonista selectivo 5-HT,, el R-DOI 0.5%, que administrado por via
topica una vez al dia, consigue reducir la PIO aumentando el del flujo de salida uveo-

escleral (Gavelt, 2005)-

1.4.1.1.h.- Derivados cannabinoides

Se ha identificado la expresion de receptores cannabinoides (CB;) en células
del epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar y en la malla trabecular de ojos de rata,

oveja y de humanos, asi como en el musculo ciliar de ojos humanos, lo que justificaria
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la capacidad potencial de la marihuana y otros derivados cannabinoides
(tetrahidrocannabinol (THC)) para reducir la PIO por un doble mecanismo:
incrementando el flujo de salida uveo-escleral y disminuyendo la produccion de HA.
Lo que no se ha podido demostrar todavia, es si el efecto hipotensor de los
cannabinoides es producido directamente por su accidon sobre el receptor CB1 o

indirectamente, al inducir la sintesis de prostaglandinas (PGE; y PGF2q) (Pinar-suciro, 2011)-

1.4.1.1.i.- Antagonistas de receptores esteroideos

Mifepristona es un antagonista especifico de receptores glucocorticoideos,
que administrada por via topica en ojos de conejo, ha mostrado capacidad para
controlar las elevaciones de PIO inducidas por sobreexposicion a dexametasona. En
ensayos clinicos en fase II, se ha evaluando el papel de una formulacion de
mifepristona topica (RU486) en el tratamiento de la HTO secundaria al uso de

corticoides y del glaucoma corticoideo con buenos resultados novack, 2007)-

1.4.1.1.j.- Inhibidores de la Rho-kinasa y estatinas

Se investiga el uso en el tratamiento del glaucoma de agentes capaces de
disminuir la PIO mediante modulacion del drenaje del HA a través de la malla
trabecular (“mecanismo trabecular”). En este grupo estarian, por una parte, aquellos
agentes capaces de modificar el volumen y la forma de las células endoteliales
trabeculares asi como sus uniones intercelulares, produciendo lo que en el afio 1979,
Kaufman denominé “trabeculocanalotomia farmacolégica”; y por otra, aquellas
sustancias capaces de modular la contractilidad de la malla trabecular mediante
inhibicion de sistemas enzimaticos especificos implicados en la interaccion de fibras

de actina y miosina del citoesqueleto de las células trabeculares. En este sentido, se
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ha demostrado la capacidad in vitro de los inhibidores de la Rho-kinasa, como el Y-
27632, de inducir cambios en la morfologia de las células endoteliales trabeculares y
en sus uniones intercelulares, facilitando el drenaje del HA a través de la malla
trabecular (koga, 2006 También se han sugerido propiedades adicionales de los
inhibidores de la Rho-kinasa, como el aumento del flujo sanguineo ocular, la
proteccion de las CGRs y la regeneracion axonal, que potenciarian su eficacia
terapéutica en el glaucoma desde la perspectiva de la neuroproteccion (rao, 2007). Por
otra parte, las estatinas, habitualmente utilizadas como farmacos hipolipemiantes,
han demostrado capacidad para inducir cambios en la morfologia y contractilidad de
las células de la malla trabecular mediante la inducciéon de modificaciones en su
citoesqueleto. Dentro de esta familia, lovastatina ha mostrado su eficacia hipotensora
en condiciones experimentales in vitro, al facilitar el drenaje del HA por via

trabecular (song, 2005)-

En cualquier caso, la decision de tratar o no a un paciente, asi como la decision
del farmaco con el que iniciar el tratamiento, debe hacerse de manera individualizada,
considerando en cada caso: el estadio del dafio glaucomatoso, el nivel de PIO, la edad
y la esperanza de vida del paciente, y la existencia de otros factores de riesgo
asociados (vass, 2007 La ineficacia de las terapias médicas hipotensoras es debida, en
parte, a la baja adhesividad y falta de cumplimiento terapéutico de los pacientes, lo
que hace necesaria la busqueda de nuevas formulas que mejoren la tolerancia y

simplifiquen las posologias de administracion.
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1.4.1.2.- Quirurgico

Entre las modalidades de tratamiento quirGrgico de reduccion de la PIO

encontramos:

1.4.1.2.a..- Trabeculoplastia laser

Consiste en la aplicacion de impactos de laser (laser Argon (TLA) o laser
Diodo Selectivo (TSL)) en el trabéculum, creando microperforaciones a este nivel que
favorezcan el drenaje del HA. Tiene un efecto limitado por lo que suele utilizarse
como coadyuvante al tratamiento médico, siendo una alternativa util si existe
contraindicacion para la cirugia o en casos de glaucomas pigmentarios y/o

pseudoexfoliativos.

1.4.1.2.b.- Cirugia filtrante penetrante o trabeculectomia

Consiste en la creacion de una fistula (comunicacion directa) que permita el
drenaje del HA desde la camara anterior hacia el espacio subtenoniano. En la misma
se disefan dos colgajos esclerales, uno superficial y otro profundo, incluyendo en este
ultimo la membrana de Descemet, el canal de Schlemm y el trabéculum. Se forma asi
una especie de escotilla que quedard cubierta por el colgajo escleral superficial,
realizando una iridectomia periférica para prevenir el bloqueo de esta ventana interna

por el iris.

1.4.1.2.c.- Cirugia filtrante no penetrante

Esta modalidad de cirugia se diferencia basicamente de la trabeculectomia en
que el mecanismo filtrante del HA desde la camara anterior, se establece sin apertura

de la misma, lo que reduce la incidencia de complicaciones derivadas del exceso de
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filtracion como hipotonias y desprendimientos coroideos. Consiste en disefiar dos
colgajos esclerales lamelares y resecar el colgajo profundo respetando la membrana
trabeculo-descemética. Esta modalidad de cirugia incluye dos procedimientos: la

esclerectomia profunda no perforante (EPNP) y la viscocanaliculostomia.

1.4.1.2.d.- Dispositivos de derivacion o drenaje artificiales

Son ingenios plasticos utilizados para crear una comunicacion directa entre la
camara anterior y el espacio subtenoniano, y estdn indicados en casos especificos de
glaucomas refractarios, en los que los procedimientos convenciones de cirugia filtrante
han fracasado. La mayoria de estos dispositivos se basan en el disefio descrito
originariamente por Molteno, y consisten en un tubo unido a un explante epiescleral
posterior que favorecerd el drenaje de HA en un area de encapsulacion alrededor del
explante, localizado aproximadamente a 10-12 mm del limbo esclero-corneal,
mientras que el otro extremo del tubo se sitla en la cdmara anterior. En estos
implantes la reduccion de la PIO es debida al flujo pasivo, dependiente de la presion

de humor acuoso, a través de la pared capsular.

1.4.1.2.e.- Dispositivos bypass trabecular

Este tipo de dispositivos no tubulados persiguen incrementar la salida de HA,
bien disminuyendo la resistencia de la malla trabecular y del tejido yuxtacanalicular,
o bien buscando otras alternativas como el drenaje al espacio supracoroideo. Con
mayor o menor ¢éxito se han desarrollado numerosos implantes como el bypass-
trabecular de Spiegel, el Eye-Pass o el Gold-Microshunt. El implante ExXPRESS, por
ejemplo, es capaz de mantener un flujo permanente de drenaje del humor acuoso a

los espacios subconjuntival y supracoroideo. Es un dispositivo no valvulado de acero
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inoxidable con una pestafia distal que previene que penetre en exceso y un espolon
proximal que previene su extrusion. El primer dispositivo EXPRESS aparecio en
1998, y se diseiid para ser implantado bajo conjuntiva, en glaucomas cronicos de
angulo abierto, pero pronto se detectaron complicaciones asociadas y frecuentes
erosiones conjuntivales con esta técnica, por lo que Dahan y sugirieron colocacion
bajo un pequefio tapete escleral. Uno de los implantes mas recientes es el stent
trabecular Glaukos (Glaukos i-stent”). Este implante con forma L, de 1x0.4 mm de
tamafio y con un diametro externo de 180 micras estd compuesto de titanio y
recubierto con heparina, que implantado ab-interno, busca establecer una
comunicacion directa de la camara anterior con el canal de Schlemm, venciendo asi

la resistencia al drenaje del HA por la via trabecular.

Segtiin los resultados del Collaborative Inicial Glaucoma Treatment Study
(CIGTS) sobre eficacia del tratamiento - farmacologico vs trabeculectomia - en
pacientes con GAA de reciente diagnostico, la reduccion de la PIO a los 4 afios no
difiere de forma significativa entre una u otra terapia, sin embargo, las cifras de PIO
alcanzadas con la cirugia fueron inferiores a las logradas con el tratamiento médico,
siendo los resultados funcionales (conservacion del campo visual) similares en ambos
grupos. Por su parte, la evaluacion de la calidad de vida resultd inicialmente mejor en
el grupo de tratamiento médico, sin embargo, tanto la cirugia como el tratamiento
farmacoldgico aumentaron la incidencia de catarata, aunque en mayor medida con la

cirugia (Lichter, 2001)-
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Shaarawy en 2004 analizd los pros y los contras de cada una de las
modalidades de tratamiento en pacientes glaucomatosos -tratamiento médico versus
tratamiento quirurgico (trabeculectomia y cirugia no perforante)- estableciendo que,
frente al tratamiento médico, la cirugia era capaz de conseguir mayores reducciones de
la PIO, mejor mantenidas a largo plazo y con menores fluctuaciones, menor coste
econdmico y menores efectos secundarios sistémicos. Sin embargo, el principal
inconveniente del tratamiento quirurgico serian los efectos secundarios a nivel ocular
(cataratas, molestias oculares y disminucion de visiOn) (shaarawy, 2004)-

Aunque la cirugia se establece como el tratamiento de primera linea en los
paises en vias de desarrollo, en los paises desarrollados se mantiene como tratamiento
de segunda eleccion en base a sus potenciales complicaciones. La cirugia filtrante no
penetrante (EPNP) constituye una alternativa quirGrgica mdas segura que la
trabeculectomia, pero su imposicion como practica generalizada, estd condicionada en
gran parte por la complejidad de la técnica y una larga curva de aprendizaje. Por estas
razones es dificil que este tipo de cirugia se imponga en los paises en vias de

desarrollo (shaarawy, 2004)-

1.4.2.- Nuevas modalidades de tratamiento

El tratamiento del glaucoma tiene como objetivo preservar la funcidén visual
evitando la progresion de la neuropatia dptica glaucomatosa. Sin embargo, las nuevas
lineas de investigacion, en el campo de la neuroproteccion y la neuroderegeneracion,
apuntan hacia la posibilidad de actuar directamente sobre los mecanismos implicados

en el dafio y la muerte de la célula ganglionar retiniana.
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Tradicionalmente, las terapias antiglaucomatosas -tratamiento médico y/o
tratamiento quirdrgico- han sido la tnica opcion terapéutica disponible para el
tratamiento del glaucoma. Sin embargo, para muchos pacientes la reduccion de la
PIO no es capaz de frenar la progresion del dafio glaucomatoso sobre el nervio 6ptico
ni el deterioro del campo visual (cheung, 2008). Ya hace anos, los estudios de Cockburn
(1983) y Brubaker (1996), mostraron como en algunos casos, la pérdida de CGRs
continuaba a pesar de la reduccion de la PIO, estableciendo que aquellas
intervenciones terapéuticas encaminadas exclusivamente a la disminucion de la PIO
podian ser insuficientes en determinados pacientes con glaucoma.

El principal desafio hoy, en el tratamiento del glaucoma es, por tanto,
prevenir la propagacion del dafio neuronal y frenar la pérdida progresiva de fibras
nerviosas, mas alla del simple control de la PIO (yicel, 2003). Asi, en los ultimos afios,
ha cobrado interés el ensayo de otras estrategias de tratamiento, como la
neuroproteccion, la vasoproteccion o la terapia génica, en base a la insuficiencia de
las terapias tradicionales para prevenir la progresion de la enfermedad en algunos

pacientes con glaucoma (cheung, 2008)-

1.4.2.1.- Terapias neuroprotectoras

Estudios recientes defienden las similitudes existentes en los mecanismos
celulares de muerte neuronal, entre el glaucoma y otras enfermedades del SNC,
existiendo una tendencia creciente a probar la eficacia en el glaucoma de terapias
neuroprotectoras ya  existentes para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o la corea de Huntington.
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La neuroproteccion puede definirse como la aplicacion de distintos agentes
terapéuticos para intentar prevenir, frenar e incluso revertir la muerte de células
neuronales, cualquiera que sea la naturaleza del dafio primario. Parece que las CGRs
sanas y aquellas en estado de compromiso energético (osbome, 2009, pueden ser
protegidas de la degeneracion secundaria, mediante el bloqueo de alguno de los
mecanismos implicados en la muerte celular programada (apoptosis): deprivacion de
factores neurotroficos (GDNF, BDNF, CNTF), produccion de radicales libres del
oxigeno (RLO) por disfunciéon mitocondrial, liberacion excesiva de glutamato,
incremento del Ca®" intracelular o activacion de mediadores pro-apoptéticos como la
proteina Bad (chidiow, 2007 De esta forma, han aparecido diferentes compuestos,
naturales o sintéticos, capaces de detener la muerte de la CGR tras el dafo axonal,
actuando por distintos mecanismos:  factores neurotroficos (BDNF, CNTF),
inhibidores de caspasas (IQACRG), activadores de PI3-kinasa/Akt-kinasa
(eritropoyetina), estabilizadores de la funciéon mitocondrial (Coenzima Q10,
inhibidores del NF-kB), secuestradores de RLO (vitamina E, acidos grasos 3,
vitamina B12, extracto Ginkgo-biloba), inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa (2-
aminoguanidina), bloqueantes de canales calcio (fumarato de brovincamida, flupirtina,
nimodipino, nifedipino, verapamilo), beta-bloqueantes (betaxolol, timolol), agonistas
alfa-2-adrenérgicos (brimonidina), inmunoactivadores (acetato de glatiramero, anti-
TNF), antagonistas de los receptores NMDA del glutamato (MK 801, memantina),
inhibidores de la agregacion de proteina B-amiloide (proteinas de choque térmico),
inhibidores de acetilcolinesterasa (Bis (7)-tacrina). Dichos agentes neuroprotectores

pueden utilizarse solos o en combinacion con las terapias hipotensoras tradicionales,

42



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

en una estrategia que se ha venido a denominar “terapia completa del glaucoma”

(Cheung, 2008)-

1.4.2.1.a.- Bloqueantes de canales de calcio

Se ha sugerido el efecto neuroprotector de los bloqueantes de canales de calcio
(BCC), en base a su capacidad para neutralizar las corrientes de Ca** inducidas por la
sobreactivacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) del glutamato. De
hecho, uno de los primeros ensayos clinicos sobre neuroproteccion fue el llevado a
cabo por Sawada en 1996, sobre la eficacia neuroprotectora del fumarato de
brovincamida por via oral en pacientes con glaucoma normotensivo (GNT), en el que
mostrd los efectos beneficiosos del tratamiento sobre el campo visual, aunque con
resultados no significativos. Més tarde, Koseki y colaboradores (1999) disefiaron un
estudio similar, cuyos resultados sugerian también la capacidad de brovincamida para
retrasar el deterioro campimétrico en pacientes con GNT, aunque finalmente, sus
autores atribuyeron este resultado, méas a una posible mejoria en la funcién cerebral
derivada del efecto vasodilatador del farmaco que al efecto neuroprotector del farmaco
en si mismo (koscki, 1999). lambién se ha probado la eficacia neuroprotectora de
Sflupirtina en modelos animales de HTO transitoria, en los que ha conseguido frenar la
pérdida de células ganglionares retinianas (Nash, 2000). Otros BCC, como nimodipino o
nifedipino, han sido probados como agentes neuroprotectores con resultados diversos.
Mientras que en ensayos clinicos hospitalarios unicéntricos han demostrado un efecto
beneficioso sobre la funcion visual en pacientes con GAA, éste hecho no ha sido
confirmado en estudios caso-control (amic, 2011). Por su parte, verapamilo aunque ha

sido capaz de lograr reducciones significativas de la PIO, con una potencia
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comparable a la del maleato de timolol tanto en modelos animales de glaucoma como
en humanos, s6lo ha mostrado capacidad neuroprotectora tedrica en modelos de
glaucoma experimental en conejos. A pesar de los alentadores resultados alcanzados
con los BCC en ensayos clinicos de isquemia cerebral aguda, éstos no son
directamente extrapolables a otras enfermedades neurodegenerativas de curso cronico

como el glaucoma (araic, 2011)-

1.4.2.1.b.- Bloqueantes beta-adrenérgicos

Los beta-bloqueantes (BB) deben su efecto neuroprotector a la capacidad
afladida de bloquear canales de sodio y calcio (tipo L), reduciendo de esta manera, la
entrada masiva de Ca’" a la célula, en condiciones de sobreexcitacion. Betaxolol,
utilizado habitualmente como hipotensor topico en humanos, ha demostrado en
cultivos de células neuronales capacidad para frenar las corrientes de Ca®* inducidas
por glutamato, y ha mostrado efecto neuroprotector frente a la isquemia retiniana en
conejos y frente a la citotoxicidad NMDA-inducida en ratas, tras su administracion
topica (osbore, 1999); 10 que justificaria su potencial uso como terapia neuroprotectora en
el glaucoma. Sin embargo, la potencia con la que betaxolol bloquea dichas corrientes
de Ca®" parece que no es suficiente como para poder ser utilizado como un verdadero
neuroprotector en la practica clinica (Garcia-Campos, 2007)- Por su parte, la aplicacion topica
de maleato de timolol ha mostrado capacidad para frenar la pérdida de CGRs tanto en
modelos experimentales in vitro de neurotoxicidad inducida por glutamato como en

modelos in vivo de isquemia retiniana en ratas (Goto, 2002)-
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1.4.2.1.c.- Agonistas alfa-adrenérgicos

El efecto neuroprotector de los agonistas alfa-adrenérgicos es bien conocido a
nivel del SNC. Se ha demostrado la capacidad de la clonidina para al estimular la
produccion de factores neurotroficos como el BDNF, y del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF-b), los cuales actuarian promoviendo la trascripcion de genes de
supervivencia y bloqueando la sintesis de proteinas pro-apoptoticas en la célula
neuronal (chao, 2000). Brimonidina ha conseguido mejorar la supervivencia de CGRs en
modelos experimentales de dafio neuronal retiniano por isquemia (vigal-Sanz, 2001),
compresion el nervio optico y/o hipertension ocular (woldemussie, 2001)- Frente a clonidina,
los agonistas alfa2-adrenérgicos mads selectivos como brimonidina, no tienen efecto
vasoconstrictor asociado, lo que los hace mas utiles en la practica clinica. Existen
datos de niveles de brimonidina en vitreo tras su administracion topica (brimonidina
0.2 y 0.5%) en animales (Acheampong, 2002) ¥ €n humanos (ken;, 2001), alcanzando
concentraciones superiores al valor de la CEsy de activacion de receptores alfa2-
adrenérgicos retinianos (Concentracion eficaz-50), aunque se desconoce la
concentracion a la cudl esta molécula tiene efecto neuroprotector sobre la célula

ganglionar retiniana.

1.4.2.1.d.- Antagonistas de receptores NMDA del glutamato

El concepto de excitotoxicidad neuronal, al que cada vez se le concede un papel
mas importante en la patogenia del glaucoma, hace referencia al fendémeno de muerte
celular programada (apoptosis), inducida por la presencia de niveles excesivos de
glutamato en el medio extracelular. El glutamato es el principal neurotransmisor

excitador del SNC y la retina (rhoreson, 1999), ¥ Su sobreexpresion ha sido identificada
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como uno de los mecanismos implicados en la degeneracion secundaria de las CGRs
en el glaucoma. Aunque hay distintos tipos de células retinianas que expresan
receptores NMDA, las CGRs presentan una mayor vulnerabilidad a los efectos
citotoxicos del glutamato, lo que podria justificar en parte, la pérdida selectiva de este
tipo celular en el glaucoma, tal y como han demostrado las experiencias in vitro (puo,
2001). Por esta razon, el bloqueo de la excitotoxicidad mediada por la liberacion masiva
de glutamato, en respuesta a la degeneracion primaria de la célula ganglionar,
constituye una estrategia terapéutica muy interesante en el glaucoma (ripton, 2004)-

Se ha probado la eficacia de distintos antagonistas de los receptores NMDA del
glutamato para frenar la pérdida de CGRs en distintos modelos experimentales de
dafio retiniano en ratas (woldeMussie, 2002). Entre ellas, el MK801 (5-methyl-10,11-dihidro-
SH-dibenzociclohepteno-5,10-imina), un antagonista no competitivo de los receptores
NMDA, posiblemente el mejor conocido, ha mostrado propiedades neuroprotectoras
en modelos experimentales de HTO en ratas, tras su administracion intraperitoneal
(Chaudhary, 1998). Sin embargo, su aplicacion clinica se ha visto limitada en la practica, por
el efecto neurotoxico derivado de su alta afinidad por el receptor, interfiriendo en las
sinapsis fisiologicas del glutamato. Por su parte, memantina (derivado de amantadina)
es un antagonista de receptores NMDA del glutamato, aprobado por la FDA para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, que se diferencia de otros antagonistas
NMDA en su moderada-baja afinidad por el receptor y en una rapida cinética de union
al mismo. Estas propiedades hacen de memantina un agente eficaz en el bloqueo de la
actividad glutamatérgica excesiva sin interferir en el funcionamiento normal del SNC,

mejorando asi su tolerancia frente a otros antagonistas NMDA (chen, 2006)-
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1.4.2.1.e.- Inhibidores de la agregacion de proteina -amiloide

Enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson o la corea de Huntington, se han caracterizado desde el punto de vista
histopatologico por la presencia a nivel cerebral de placas seniles formadas por
agregacion de proteina amiloide-f (A), resultante de un procesamiento anémalo del
precursor de proteina amiloide (APP) en las células nerviosas.

Se ha demostrado, en pacientes con glaucoma y en modelos de glaucoma
experimental en ratas, que existe un aumento de los niveles de AP en las CGRs,
coincidiendo con un fallo en el procesamiento del APP, inducido por la activacion de
las caspasas (mckinnon, 2002). D€ esta manera, la implicacion de la proteina AP en la
apoptosis de la célula ganglionar retiniana en el glaucoma, proporciona una nueva
diana terapéutica para el control de la enfermedad. Se ha probado la eficacia de tres
agentes capaces de inhibir la agregacion de proteina AP en la célula ganglionar: el rojo
Congo, un anticuerpo anti-A (A-ab) y un inhibidor de secretasa, cuya combinacion
consigui6 reducir de manera importante (> 80%) la apoptosis de CGRs en modelos de
HTO inducida, mostrando cierta superioridad del anticuerpo anti-A respecto a los
otros dos (Guo, 2007)-

Se ha reconocido la implicacion de las proteinas de choque térmico (HSP, de las
siglas en inglés “Heat Shock Proteins”) en la fisiopatologia de distintos procesos
neurodegenerativos y entre ellos del glaucoma (reel, 2000). Constituyen una familia de
proteinas, clasificadas segun su peso molecular (HSP-90, HSP-72, HSP-70, HSP-60,
HSP-25) capaces de prevenir la agregacion intracelular de proteinas desnaturalizadas.
Se ha demostrado en modelos de glaucoma experimental en ratas, como el tratamiento

con geranil-geranil-acetona induce la expresion de HSP-72 en las CGRs,
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protegiéndolas frente al dafio glaucomatoso (shii, 2003). Aunque todavia no se han
desarrollado ensayos clinicos que prueben la eficacia de este compuesto en pacientes
con glaucoma, se prevé una buena eficacia y tolerancia tras su administracion por via

oral.

1.4.2.1.f.- Factores neurotroficos

No se conoce exactamente el papel de los factores neurotréficos enddgenos o
neurotrofinas (NT), en la supervivencia de la célula ganglionar retiniana tras la lesion
del nervio Optico. Las neurotrofinas son una familia de moléculas peptidicas (entre las
que se incluyen factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrdfico derivado
del cerebro (BDNF), las neurotrofinas NT-3, NT-4/5 y NT-6, responsables de
promover el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia de las células
neuronales, mediante interaccion con receptores especificos (TrkA, TrkB, TrkC y p75-
NTR). La privacion de factores neurotroficos puede inducir a la apoptosis de las
células nerviosas, y de hecho, las experiencias de diversos autores como Anderson
(1974), Quigley (1976), Mansour-Robaey (1994) o Meyer-Frank (1995) avalan su
implicacion en la apoptosis de las CGRs en el glaucoma (jonnson, 2009)-

La administracion del BDNF mediante inyeccion intravitrea ha mostrado
capacidad para mejorar la supervivencia de las CGRs en modelos de glaucoma
experimental, tras seccion del nervio Optico y/o isquemia retiniana, tanto en ojos de
rata como de mamiferos superiores (chen, 2001)- El factor neurotréfico ciliar (CNTF) es
una citoquina con funcidén tréfica (estructuralmente no relacionado con las
neurotrofinas), implicada en la supervivencia neuronal, que ha demostrado la

proteccion de las CGRs en modelos animales de hipertension ocular en ratas, aunque
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con menor eficacia que el BDNF (ji 2004). Sin embargo, la aplicacion clinica de NTs se
ha visto condicionada por su baja especificidad (uniéon a ambos subtipos de receptores
Trk y p75), provocando la activacion de multiples vias de sefializacion intracelular,
con efectos pro-apoptoticos no deseados. Por su baja biodisponibilidad y dificultad
para alcanzar concentraciones eficaces en el segmento posterior del ojo, dada su
naturaleza polipeptidica (rapida degradacion proteolitica y dificultad para atravesar las
barreras hematoa-cuosa y hemato-retiniana por su elevado peso molecular), se esta
probando la administracion de moléculas no peptidicas capaces de estimular Ila
actividad trofica en el tejido retiniano dafiado, como la idebenona (1994) y/o el
clenbuterol (1998), entre otras, que han demostrado ser eficaces en modelos de dafio
cerebral isquémico y en algunas neuropatias Opticas (gamis, 2007), Sin embargo, no se ha

divulgado su uso especifico en el tratamiento del glaucoma.

1.4.2.1.g.- Inhibidores de caspasas

La terapia antiapoptética mediante inhibidores de caspasas, ha sido probada
con resultados modestos en el campo de la neuroproteccion. El BIRC4, es un inhibidor
de caspasas (caspasas 3, 7y 9), que ha demostrado capacidad para reducir la pérdida
axonal, en modelos de glaucoma experimental en ratas (vckinnon, 2002)- Sin embargo, la
disfuncién mitocondrial que acontece en el proceso de muerte de la célula ganglionar,
con liberacion masiva de RLO, puede continuar aun en caso de bloqueo de la actividad
de las caspasas. Por otro lado, se ha demostrado la capacidad de IQACRG, un
inhibidor de la caspasa-1, de proteger la célula ganglionar retiniana frente al dafio
inducido por la excitotoxidad del glutamato, mediante bloqueo de la produccion de la

interleucina- B (IL-B) e inhibicion de la metaloproteinasa-9 (MMP-9). La ventaja del
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IQACRG frente a otros agentes inhibidores de caspasas reside en la reversibilidad de

su efecto (seki, 2010)-

1.4.2.1.h.- Activadores de PI3 kinasa/Akt kinasa

La eritropoyetina (EPO) es un factor de crecimiento hematopoyético que
regula y promueve la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los progenitores
de los eritrocitos. La union de la EPO a su receptor especifico (EPOR), identificado en
la superficie de las CGRs asi como de otras células retinianas, induce la activacion de
una cascada de sefializacion intracelular en la que se encuentran implicadas, entre
otros mediadores, la PI3-kinasa/Akt-kinasa. Se ha podido comprobar cémo la EPO
promueve la regeneracion de neuronas del SNC al inhibir la apoptosis neuronal por
activacion de la via de la PI3kinasa/Akt.

La administracion sistémica de EPO ha mostrado efecto neuroprotector en
distintos modelos de dano neuronal cerebral, accidente vascular cerebral, trauma
mecanico o excitotoxicidad mediada por glutamato (kretz, 2005 Ademads, se ha
comprobado en condiciones in vitro, la capacidad de la EPO para prevenir la muerte
de las CGRs inducida por efecto toxico del glutamato y del 6xido nitrico (yamasaki, 2005)-
El tratamiento sistémico con EPO es capaz de reducir la pérdida de CGRs en modelos
de glaucoma-genéticamente inducido en ratones (DBA/2J), con una eficacia similar a
la mostrada por memantina. Ademas, la EPO posee propiedades angiogénicas
afladidas, que mejorando el aporte sanguineo y la oxigenacion de la retina,
favorecerian la supervivencia de las CGRs por un mecanismo vascular afiadido (zhong,
2007)- De cualquier manera, directa (mediante inhibicion de mediadores de apoptosis) o

indirectamente (incrementando del flujo sanguineo), la EPO es capaz de prevenir la
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pérdida de CGRs y se presenta como un potencial complemento a las terapias

hipotensoras topicas en el tratamiento del glaucoma.

1.4.2.1.i.- Estabilizadores de la funcion mitocondrial

La disfunciéon mitocondrial que acontece en el glaucoma, en respuesta a
distintos mediadores (hipoxia, aumento del TNF-a extracelular, entrada masiva de
Ca’" en la célula), se asocia con un incremento del estrés oxidativo y sobreproduccién
de radicales libres del oxigeno (RLO), activandose los mecanismos de apoptosis de la
célula ganglionar. En este sentido la coenzima Q10 (Coql0) ejerce un efecto
neuroprotector de tres maneras: aumentando la funcion del complejo-I en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, inhibiendo la accion del factor nuclear-B (NF-
B) (factor de trascripcion implicado en procesos inflamatorios, autoinmunes y en
procesos neoplasicos) y modulando la permeabilidad de los transportadores de
membrana mitocondriales. La aplicacion intraocular de CoQ10 ha mostrado efecto
neuroprotector en modelos experimentales de isquemia retiniana e hipertension ocular,

en ratas, al frenar la muerte de CGRS (ucci, 2007).-

1.4.2.1.j.- Antioxidantes y secuestradores de RLO

Se cree que el estrés oxidativo juega un papel importante en la degeneracion de
la célula ganglionar retiniana en el glaucoma. En modelos de glaucoma experimental,
asi como en el humor acuoso de pacientes con GAA, se ha constatado una produccion
excesiva de RLO y productos de peroxidacion lipidica, junto a una reduccion en los
niveles de glutation reducido (rerreira, 2004).- La vitamina E 'y sus derivados (tocoferoles)
son la principal fuente de antioxidantes liposolubles para la célula, actuando como

secuestradores de radicales peréxido. Algunos estudios han probado con éxito la
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eficacia neuroprotectora de la vitamina E y de otros agentes antioxidantes, en modelos
experimentales de dafio isquémico retiniano en ratas (pilsiz, 2006). El extracto de Ginkgo
biloba (EGb 761) ha demostrado capacidad para incrementar la supervivencia de las
CGRs en modelos experimentales de glaucoma cronico en ratas. Se creia que el efecto
de este compuesto derivaba de su poder antioxidante como secuestrador de RLO, pero
recientemente se ha sugerido también su actuacion a nivel de los receptores NMDA

del glutamato (Hirooka, 2004)-

1.4.2.1.k.- Inhibidores de oxido nitrico sintetasa

La oxido nitrico sintetasa-2 inducible (NOS-2) juega un papel importante en la
degeneracion axonal de la célula ganglionar retiniana. El bloqueo de la actividad de
esta enzima podria representar una potencial estrategia terapéutica en el glaucoma y en
otras neuropatias. La inhibicion de la NOS-2 mediante la utilizacion de 2-
aminoguanidina en un modelo de hipertension ocular en ratas, redujo la pérdida de
células ganglionares, en alrededor de un 70% (Neufeld, 2004). Sin embargo estos resultados
no han podido ser reproducidos en otros modelos de glaucoma experimental ni se han
publicado hasta el momento ensayos clinicos en humanos que confirmen estos

resultados.

1.4.2.1.1.- Inmunoactivadores

Las nuevas lineas de trabajo estudian el posible efecto neuroprotector de la
activacion local del sistema inmune en respuesta al dafio axonal. La activacion de
células T frente a antigenos del nervio optico dainado, como la proteina basica de la
mielina, conduciria a la liberacion de neurotrofinas a ese nivel, favoreciendo la

supervivencia de las CGRS (schwartz, 2003). Este efecto neuroprotector inmunomediado,
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justifica el mecanismo de accidn del acetato de glatiramero (Cop-1) en el tratamiento
de la esclerosis multiple, y su posible utilidad en el tratamiento de neuropatias dpticas
como el glaucoma. Se ha demostrado el efecto neuroprotector del Cop-1 sobre la capa
de CGRs, tras la lesion mecanica del nervio optico y tras la administracion intravitrea
de glutamato (kipnis, 2000 La inmunizacioén pasiva mediante vacunacion con Cop-1 ha
conseguido frenar la muerte de CGRs en modelos de HTO en ratas (gen Simon, 2006)- S€ ha
sugerido la eficacia neuprotectora de agentes con capacidad anti-TNF (ya que en los
ojos afectos de glaucoma existe una sobreproduccion de TNF-a por el tejido glial
activado), capaces de bloquear la activacion de las caspasas mediada por esta
citoquina proinflamatoria, implicada en los procesos de degneracion de la célula
ganglionar retiniana (resel, 2008 Entre las moléculas con actividad anti-TNF se
encuentra el factor derivado del epitelio pigmentario (FDEP), una molécula con
propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas, que mediante transfeccion
intravitrea (transferencia con vectores virales) ha demostrado capacidad para reducir la
pérdida de CGRs y fibras nerviosas retinianas en ratones DBA/2J (portadores de
mutacion inductora de glaucoma), al reducir los niveles de TNF-a, IL-18 y proteina

acida fibrilar ghal (GFAP) (Zhou, 2009)-

1.4.2.1.m.- Inhibidores de acetilcolinesterasa

Se ha demostrado el efecto neuroprotector de la bis(7)-tacrina (derivado de la
tacrina con actividad anticolinesterasa, utilizada en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer) sobre la muerte de CGR inducida por glutamato, tanto en condiciones in
vitro como in vivo, posiblemente mediado por la inhibicion de receptores NMDA,

siendo potencialmente util en el tratamiento de retinopatias de diversa naturaleza,
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isquémica o traumatica, de la neuropatia Optica glaucomatosa (rang, 2010)- Posee un
potente efecto neuroprotector al actuar simultineamente como inhibidor de Ia
acetilcolinesterasa, inhibidor de los receptores NMDA e inhibidor de la NOS; y que
ademas es capaz de frenar los mecanismos de apoptosis neuronal mediante regulacion
de canales de calcio-voltaje dependientes. Se ha visto como bis(7)-tacrina es incluso
mas potente que memantina en la inhibicion de la muerte celular inducida por

sobreexpresion de glutamato (rang, 2010).

No existe por el momento, ningiin agente neuroprotector aprobado para el
tratamiento del glaucoma (sena, 2010). Aunque muchas sustancias han mostrado efecto
neuroprotector sobre las CGRs en modelos de dafo neuronal por isquemia, por
fototraumatismo y/o por seccion del nervio dptico, sélo unas pocas han sido eficaces
en modelos de glaucoma experimental. De ellas, brimonidina, memantina y el
acetato de glatiramero han sido aprobadas por la FDA como agentes
neuroprotectores para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, y se ha
demostrado en ensayos preclinicos, su teérico efecto neuroprotector en modelos
experimentales de glaucoma; sin embargo, sigue pendiente el desarrollo de ensayos
clinicos controlados que corroboren su eficacia en humanos. Los ensayos sobre
neuroproteccion en el glaucoma deben estar disefiados para medir resultados
clinicamente significativos a largo plazo, ya que el glaucoma es una enfermedad
crénica y progresiva, y la perimetria, que es la herramienta habitualmente utilizada

para medir la progresion en el glaucoma, es un método sujeto a una alta variabilidad,
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lo que limita y dificulta la evaluacidon de la eficacia de las terapias neuroprotectoras
en esta enfermedad (sena, 2010)-

No se dispone en la practica clinica, de un método adecuado para evaluar los
resultados de la neuroproteccion en el glaucoma, siendo necesario desarrollar y
validar nuevas variables y/o medidas de evaluacion, basadas en métodos
morfoldgico-cuantitativos, que permitan evaluar la capa de CGRs. Es posible que el
desarrollo y aplicacion de nuevas técnicas, no invasivas, como las técnicas de imagen
para deteccién in vivo y en tiempo real de células en apoptosis (DARC),

proporcionen una herramienta util en este sentido (Guo, 2008)-

1.4.2.2.- Terapias vasoprotectoras

Probablemente, la pérdida de fibras nerviosas y células ganglionares retinianas
en el glaucoma, responda a un doble mecanismo, de una parte, a la compresion
mecanica y de otra, a la remodelacion tisular inducida por la isquemia y la falta de
perfusion a nivel de la cabeza del nervio Optico (caprioti, 2010)- El fendémeno de isquemia-
reperfusion retiniana induce la activacion del tejido glial con sobreactivacion de la
oxido nitrico sintetasa-2 (NOS-2) y de las metaloproteasas (MMP), asi como la
sobreproduccion del factor de necrosis tumoral-alpha (TNF-a) y de endotelina-1
(Grieshaber, 2007)-

Un concepto muy relacionado ultimamente con la neuroproteccion es el de la
vasoproteccion, entendiendo por ésta, la capacidad de algunas sustancias de mejorar
el flujo sanguineo a nivel de la cabeza del NO. En este sentido, se ha probado la
eficacia en el glaucoma de inhibidores de la endotelina, de bloqueantes de canales de

calcio (BCC) y de antagonistas de receptores de la angiotensina II, los cuales serian
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capaces de detener la progresion del dafio glaucomatoso al mejorar el flujo sanguineo
ocular retrobulbar, gracias a su efecto vasodilatador (koseki, 2008; Araic, 2011)- Sin
embargo, no hay evidencias suficientes que avalen la idea de que aumentando la
perfusion a nivel de la cabeza del nervio 6ptico mejore la supervivencia de las CGRs,
y por su parte, es posible que este aporte sanguineo adicional al nervio 6ptico suceda
a expensas de una derivacion desde otros territorios retinianos (como en el caso de
los BCC), con el consiguiente riesgo de efectos secundarios por hipoperfusion de los

mISMOS (Caprioli, 2010)-

1.4.2.3.- Terapia génica

La eficacia de la terapia génica pasa por desarrollar sistemas de transferencia
efectivos. Entre ellos los vectores virales de adenovirus (VAA) se han mostrado
como los vehiculos mas eficaces para su aplicacion en el glaucoma, con capacidad
para alcanzar tejidos oculares diana como la malla trabecular, el cuerpo ciliar o la
célula ganglionar retiniana, con el objeto de modular su funcion. Otros que también
se presentan como potenciales vehiculos para la aplicacion de la terapia génica en
oftalmologia son el ARN pequerio de interferencia o ARN silenciador (siRNA de las
siglas en inglés de small interfering RNA) y los llamados implantes celulares que ya
han sido probados en ensayos clinicos para el tratamiento de la DMAE seca, la
retinosis pigmentaria o el glaucoma (wierzbowska, 2010)-

En este sentido se ha probado la capacidad de manipulacion de la malla
trabecular mediante transferencia génica, modulando la resistencia de ésta al flujo de
salida del HA (wierzbowska, 2010)- Un ejemplo de ello, es la transferencia génica,

mediante vectores de adenovirus, de caldesmon (una proteina intracelular implicada
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en la regulacion de la contractilidad de los filamentos de actina y miosina) en
cultivos de células trabeculares humanas, que ha mostrado capacidad para inducir la
reorganizacion de los citosqueletos de actina y de sus uniones intercelulares, lo que
en condiciones in vivo se traduciria en un aumento del drenaje trabecular del acuoso
(Grosheva, 2006). Otra opcion de la terapia génica seria la modulacion del control
neuroendocrino del cuerpo ciliar mediante la transferencia de genes capaces de
regular el ritmo circadiano de produccion del HA. En este sentido se ha ensayado la
transferencia de genes codificantes de receptores B-adrenérgicos como
amplificadores del efecto inhibitorio de los B-bloqueantes sobre el cuerpo ciliar, o la
transferencia de genes inhibidores de la expresion de canales de Aquaporina-1 (AQP-
1) para disminuir la produccion de humor acuoso (znang, 2002). Se ha estudiado también
la posibilidad de promover la supervivencia de las CGRs mediante transfeccion de
factores neurotroficos como el BDNF (wariin, 2003) /0 sus receptores (receptor TrkB), o
mediante trasferencia de genes codificantes del transportador del glutamato

(GLAST) para facilitar la eliminacion del exceso de glutamato extracelular.

2.- MEMANTINA

2.1.- CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

La molécula clorhidrato de memantina fue sintetizada por primera vez en la
década de los 60 por Eli Lilly and Company, y patentada en 1968, tal como se recoge

en el Index Merck. Es una amina triciclica que posee dos grupos metilo en posicion
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meta y una molécula de &cido clorhidrico en forma de hidrato. Su férmula molecular

es la siguiente: C;2H,;N'HCl y su estructura es la que se muestra en la figura (fig. 6).

NH,- HCI

CH,
CH,

Figura 6: Estructura de la molécula clorhidrato de memantina.

En cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas, memantina es un so6lido
cristalino, blanco, de sabor amargo, con un punto de fusion entre los 290-295° C.
Tiene un peso molecular (Pm) de 215.77 KDa. Posee una solubilidad en agua a
temperatura ambiente y pH 6.5, del 3.5 %, y un coeficiente de particion octanol/agua
de 3.28, lo que la convierte en una sustancia bastante liposoluble capaz de atravesar

membranas bioldgicas por difusion simple con relativa facilidad (tughes, 2005)-

Debido a la presencia de su grupo amino puede clasificarse como una base
débil, su pK, tiene un valor de 10.27 (hyghes, 2005), por lo que en funcion del pH puede
existir en dos formas distintas, como cation (HsN "Mem, forma ionizada) o como
especie neutra (H,NMem, forma no ionizada), predominando la forma catidnica
(ionizada) a pH de 5-9. El proceso de disociacion viene definido por la siguiente

constante:
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 [H,NMem - [H "]
“ |_H3N+MemJ

K

Por tanto, en base a su caracter anfipatico, memantina puede atravesar
facilmente las membranas biologicas cuando se presenta en su forma neutra
(H,NMem) mientras que su forma ionizada (H;N "Mem) es altamente retenida en los
compartimentos y organelas intracelulares, justificando asi que memantina pueda
alcanzar concentraciones intracelulares por encima de las concentraciones

extracelulares observadas, a pH fisi0l6gico (komhuber, 1995)-

2.2.- COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO

Memantina tiene una biodisponibilidad absoluta cuando se administra por via
oral de aproximadamente el 100% (vckeage, 2009, alcanzando concentraciones
plasmaticas maximas (Tp.x) entre las 3-8 horas, no habiendo indicios de la influencia
de la ingesta de alimentos en la velocidad de absorciéon de memantina tras su
administracion por via oral. Dosis diarias de memantina de 20 mg por via oral,
producen concentraciones plasmaticas estables que oscilan entre los 70-150 ng/mL
(0.5-1uM) a los 21 dias del inicio del tratamiento, aunque con importantes
variaciones interindividuales ormhuber, 2005; McKeage, 2009). Al administrar dosis diarias de
memantina de 5-30 mg por via oral se obtiene un indice medio de concentraciones
LCR/plasma de 0.52. El volumen de distribucion tras su administracion por via oral
es de aproximadamente 10 L/kg y aproximadamente el 45% de la memantina en

sangre se encuentra unida a proteinas plasmaticas (komhuber, 1995 Memantina ha
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mostrado alta afinidad por proteinas titulares, como la melanina, con una capacidad
maxima de uniéon de 140 nmoles/mg y una constante de disociacion relativamente
baja (Hughes, 2005)-

Los principales metabolitos de degradacion de memantina en humanos son el
N-3,5-dimetil-gludantano, y la mezcla isomérica de 4- y 6-hidroxi-memantine y 1-
nitroso-3,5-dimetil-adamantano, y ninguno de estos metabolitos muestra actividad
antagonista NMDA. No se ha detectado in vitro metabolismo catalizado por la
citocromo Psso. Memantina se excreta en mas del 90% por via renal, de manera
monoexponencial, con una Ty,-terminal de 60-100 horas. En voluntarios, con funcién
renal normal, el aclaramiento total (Cy) asciende a 170 mL/min/1.73 m® y parte del
aclaramiento total renal se logra por secrecion tubular (vckeage, 2009)-

Estudios en voluntarios sanos han demostrado una farmacocinética lineal para
memantina en el intervalo de dosis de 10 a 40 mg/dia, siendo éstas las dosis
consideradas tedricamente terapéuticas (Mckeage, 2009). Para una dosis de memantina
por via oral de 20 mg/dia, los niveles de farmaco alcanzados en LCR concuerdan con
el valor de la constante de inhibicion (K;) de los receptores NMDA postsinapticos de

neuronas del cortex frontal humano (Ki= 0.5 pM) korhuber, 1995)-

2.3.- TOLERANCIA 'Y SEGURIDAD DE MEMANTINA

2.3.1.- Estudios de toxicidad en animales de experimentacion

Estudios preclinicos de toxicidad aguda con memantina en roedores, tras
administracion oral y endovenosa, demostraron una baja toxicidad de la sustancia,

con una dosis letal > 300 mg/kg/dia, y sintomas de ataxia y bradipnea precediendo el
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momento de la muerte (rorest Pharmaceuticals, 2003). En estudios de toxicidad cronica,
memantina ha mostrado signos de toxicidad a nivel del SNC, con fenémenos de
vacuolizacion (lesiones de Olney) y necrosis de neuronas del sistema piramidal,
similares a los documentados tras la administracion de otros antagonistas NMDA,
produciendo sintomas de ataxia, inestabilidad, bradipnea, temblor, agresividad e
hiperexcitabilidad en ratas, y de apatia y estupor en perros (rorest Pharmaceuticals, 2003) 3111
embargo, la dosis de memantina libre de efecto, en cuanto a toxicidad neuroldgica, se
situa seis veces por encima de las dosis maximas terapéuticas recomendadas en
humanos (20 mg/dia). Solamente tras la administraciéon de memantina en dosis altas
(suficientemente altas como para producir la muerte del animal) se han documentado
efectos toxicos a nivel ocular en algunas especies animales (ratas y perros) (epez-pousa,
2007, en forma de opacidades corneales, edema corneal y/o degeneraciones del
endotelio corneal; siendo la dosis de memantina libre de efecto, en cuanto a toxicidad
ocular, de 8 a 44 veces superior a las dosis maximas recomendadas clinicamente en
humanos, de lo que se deduce la existencia de un amplio margen de seguridad ocular
para memantina (physicians Desk Referente, 2004). La administracion oral de 4 mg/Kg/dia de
memantina, durante 15 dias en monos, alcanzando concentraciones plasmaticas por
debajo de 2 uM, no mostro6 signos de toxicidad retiniana en el andlisis histologico ni
interferencia en el procesamiento retiniano de la sefial visual, evaluado mediante
electrorretinografia (ERG) y potenciales evocados visuales (PEV) (are, 2004(1))-
Memantina no ha mostrado potencial mutagénico en las pruebas estandar de
genotoxicidad (Forest Pharmaceuticals, 2003 En ratones, el tratamiento con memantina a

dosis de 40 mg/Kg/dia durante 113 semanas no mostr6 indicios de carcinogenicidad
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ni tampoco en ratas, tras 71 semanas de tratamiento con dosis de 40-20 mg/kg/dia
(Thakur, 2002)-

Estudios en conejos han demostrado que existe paso de memantina a través
de la placenta. La administracion oral de memantina en ratas (18 mg/Kg/dia) y en
conejos (30 mg/Kg/dia), en periodo de gestacion, indujo problemas de bajo peso y
retraso en el crecimiento intrauterino de las crias, sin embargo, no provocé efectos

teratogenos, situandose estas dosis por encima de las recomendadas en humanos (rorest

Pharmaceuticals, 2003)-

2.3.2.- Estudios de toxicidad en humanos

No hay evidencias clinicas de que el tratamiento con memantina en mujeres
embarazadas incremente el riesgo de malformaciones fetales, ni de si existe paso del
farmaco a la leche materna, pero se aconseja tener precaucion en la utilizacion del
mismo en estos casos (Forest Pharmaceuticals, 2003).

Aunque no se dispone de datos farmacocinéticos suficientes de memantina en
pacientes con insuficiencia renal o hepdtica, es de esperar un modesto efecto sobre el
aclaramiento de la sustancia en estos casos que podria incrementar el tiempo de
exposicion, recomenddndose una reduccion de la dosis diaria administrada (5 mg/12
horas) pacientes con insuficiencia renal severa (periclou, 2006 Condiciones de
incremento del pH urinario, por ejemplo por dietas estrictas (vegetarianas o
carnivoras), por infecciones graves del tracto urinario o por la toma de medicaciones
concomitantes como los inhibidores de anhidrasa carbonica o el bicarbonato sodico,

pueden disminuir la eliminacion renal de memantina incrementado sus niveles en
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plasma, debiéndose usar con precaucion en estos €asoOS (McKeage, 2009 INO se ha
estudiado el efecto de los trastornos hepaticos en la farmacocinética de memantina,
pero ya que memantina se metaboliza en una baja proporcion en el higado y sus
metabolitos resultantes son inactivos, no se prevén en principio, cambios clinicos
relevantes en pacientes con insuficiencia hepatica leve-moderada (vckeage, 2009)-

No hay ensayos clinicos controlados sobre seguridad y eficacia de memantina
en nifios.

Los efectos adversos documentados en ensayos clinicos-controlados en
humanos, incluyen como frecuentes: vértigos y mareos (7%), estrefiimiento (5%),
vomitos (3%), hipertension arterial (4%), dolor de cabeza (6%), fatiga (2%),
somnolencia (3%), confusion (6%) y alucinaciones (3%), principalmente en
pacientes con enfermedad de Alzheimer grave; y como poco frecuentes: insuficiencia
cardiaca (1/100 pacientes), alteraciones de la marcha, ataxia e hipoquinesia (1/100
pacientes), ACV (1/100), trombosis venosa y fenomenos tromboembdlicos (1/100
pacientes), con una incidencia similar a la del grupo placebo. Se han notificado
solamente casos aislados de pancreatitis y reacciones psicoticas post-
comercializacion (rorest Pharmaceuticals, 2003)- El tratamiento con memantina a dosis de 5-30
mg/dia por via oral, en pacientes con demencia leve-moderada (alcanzando
concentraciones plasmaticas proximas a 1 pM) no ha revelado efectos secundarios a
nivel ocular ni interferencias en la funcion visual komhuber, 1995)-

Hay pocos datos sobre intoxicacion o sobredosis de memantina en humanos.
La ingesta de mas de 400 mg de memantina se ha relacionado con la aparicion de
inquietud, psicosis, alucinaciones visuales, convulsiones, somnolencia, estupor y

coma. No existe un antidoto especifico para revertir sus efectos en caso de
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sobredosificacion, debiendo realizar un tratamiento sintomatico en estos casos

(Physicians Desk Referente, 2004)-

2.4.- MECANISMO DE ACCION

Memantina es un derivado de la amantadina, perteneciente a la familia de los
antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) del glutamato, que actua
como bloqueador del canal i6nico asociado a dicho receptor. Existen distintos tipos
de receptores del glutamato (tres de ellos son ionotropicos: los receptores AMPA, los
receptores NMDA vy los receptores kainato; y un cuarto que es metabotropico, y que
se asocia al sistema del segundo mensajero mediante proteinas de fijacion al
nucledtido de guanina), siendo los receptores NMDA de tipo ionotropico, los
implicados en el dafio glaucomatoso. El receptor NMDA, esta constituido por
distintas subunidades -2 subunidades NR1 y 2 subunidades NR2- que se disponen
formando un complejo receptor-canal iénico. En condiciones fisioldgicas el ion Mg””
regula la conductancia del canal i6nico Na'- Ca®" por un mecanismo voltaje
dependiente. De manera que, en condiciones de potencial de membrana en reposo (-),
el poro del canal se encuentra bloqueado por la presencia de un i6n Mg*". Cuando el
glutamato se une al receptor, induce la despolarizacién de la célula (potencial de
membrana (+)), produciendo un cambio transitorio en la configuracion del canal, de
manera que el i6n Mg®™ es desplazado y el canal queda abierto, permitiendo la
entrada de Ca®" y Na* dentro de la célula (Lipton, 2004)-

En condiciones fisiologicas, el glutamato y la glicina (co-agonista del

glutamato) se unen al receptor NMDA induciendo un cambio de conformacion en el
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mismo con liberaciéon del i6n Mg>™ que normalmente se encuentra bloqueando el
poro del canal, permitiendo la entrada de Ca*" y Na“ a la célula (Lipton, 2004). En
condiciones patologicas de sobreexcitacion, el exceso de glutamato en el espacio
intersinaptico (por sobreproduccion o por defecto de recaptacion) induce la apertura
permanente del canal idnico, con la entrada masiva de Ca*" dentro de la célula (Cheung,
2008 Las altas concentraciones de Ca®’ intracelular interferirin en la funcion
mitocondrial, disparando la produccion de RLO y la activaciéon de proteasas y

fosfolipasas, induciendo la entrada de la célula en apoptosis (fig. 7).

Mg**
MK-801
Memantine

Figura 7: Esquema del receptor-canal NMDA del glutamato, representando el lugar
de unién de memantina a dicho receptor y de otros antagonistas NMDA, que
coincide con el lugar habitualmente ocupado por el idn Mg en el poro del canal.
(Reproducido de: Lipton SA. et al. Failures and Successes of NMDA Receptor
Antagonists: Molecular basis for the Use of Open blockers like Memantine in the
treatment of Acute and Chronic Neurologic Insults. Journal of the American Society
for experimental Neurotherapeutics. 2004; 1: 101-110).

Memantina es un antagonista de los receptores NMDA de tipo “bloqueador
de canal abierto”, ya que se une al canal en el lugar habitualmente ocupado por el i6n

-+ . . .
Mg?", lugar que no resulta accesible a menos que dicho canal se encuentre abierto, al
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haber sido previamente activado por la union del glutamato al receptor (chen, 1992). De
esta manera, memantina ocupara su lugar en el poro del canal, bloqueando la
conductancia del mismo para el Ca>” y Na™. La eficacia de memantina en el bloqueo
del receptor NMDA, es mayor cuando la célula se encuentra despolarizada (potencial
de membrana (+)) y/o cuando los niveles de glutamato en el espacio extracelular son
patolégicamente elevados, ya que estas condiciones favorecen que el canal idnico
permanezca mas tiempo abierto y por tanto accesible a la memantina (Lipton, 2004). A
diferencia de otros antagonistas NMDA, memantina posee moderada-baja afinidad
por el receptor y presenta una rapida cinética de unién al mismo, produciendo un
bloqueo reversible del receptor, que ademas es concentracion y voltaje-dependiente
(Chen, 1997: Parsons, 1999). En condiciones de potenciales de membrana negativos,
memantina produce un bloqueo de los receptores NMDA extrasinapticos 100 veces
mas potente que el de los receptores NMDA sindpticos, revirtiéndose dicho bloqueo
cuando la célula se despolariza (potencial de membrana positivo) znao, 2006)-

Estas propiedades hacen que memantina sea eficaz en el bloqueo de la
actividad glutamatérgica excesiva, a concentraciones para las cuales no posee ningin
efecto sobre la funcion normal del sistema nervioso, sugiriéndose ademads, una
actuacion selectiva de memantina sobre los receptores NMDA extrasinapticos
respetando la actividad de los receptores NMDA sinapticos. Por esta razon,
memantina, a diferencia de otros antagonistas NMDA de alta afinidad, como el
MKS801 o la fenciclidina (PCP), es un neuroprotector eficaz y bien tolerado,

clinicamente (Lipton, 2004, Chen, 2006)-
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2.4.1.- Propiedades farmacodinamicas

Manipulaciones experimentales disefiadas para aumentar la actividad de los
receptores NMDA del glutamato, se han asociado con un incremento de la actividad
tonica de las CGRs y una interferencia en la generacion de sus potenciales de accion.
En dichas condiciones, la aplicacion de memantina ha demostrado capacidad para
revertir las corrientes tonicas y la amplitud de los potenciales de accion a niveles
normales, siendo las concentraciones de memantina requeridas (10-30 puM) para
revertir dicha toxicidad, suficientemente bajas como para no interferir en el
procesamiento de la sefial visual a nivel retiniano (zhao, 2006; Hare, 2009)-

Estudios experimentales in vitro en cultivos de CGRs y neuronas de cortex
cerebral de rata incubadas bajo distintas concentraciones de NMDA y memantina,
han mostrado que la constante del equilibrio de disociacion de memantina de su lugar
de union en el receptor NMDA, es un pardmetro voltaje-dependiente, cuyo valor se
sitiia entre 1-2 uM para un potencial de membrana en reposo negativo de -60 mV
(Chen, 1992)-

Memantina actiia como un bloqueador de canal abierto, por un mecanismo no
competitivo, de manera que, el grado de bloqueo del receptor, para una
concentracion fija de memantina, se incrementa proporcionalmente respecto a los
niveles de agonista (glutamato/NMDA), siendo suficiente una concentraciéon de 6
uM de memantina para bloquear aproximadamente el 85% de las corrientes
inducidas por 200 uM de NMDA, a un potencial de membrana de -60 mV, mientras
que para esta misma concentracion de memantina seran inhibidas menos del 58% de

las corrientes inducidas por concentraciones 5 uM de NMDA (chen, 1992).

67



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

Disponemos de pocos datos sobre las concentraciones de memantina
alcanzadas en plasma y/o LCR, tras su administracion sistémica por via oral en
humanos. Wesemann en 1980 determina postmorten, las concentraciones plasmaticas
de memantina alcanzadas en una paciente con enfermedad de Parkinson que recibia
tratamiento con memantina a dosis consideradas terapéuticas (aunque sin especificar
el valor de éstas), situando dichas concentraciones entorno a los 0.32 uM. Ma4s tarde,
Kornhuber (1995) estudia las concentraciones de memantina alcanzadas en plasma y
LCR, tras su administraciéon oral, en pacientes con demencia leve-moderada,
situandolas entre los 0.1-1 uM, y encontrando una buena correlacion LCR/plasma,
siendo en todos los casos las concentraciones en LCR inferiores a las plasmaticas.
Sin embargo, Kornhuber no encuentra relaciones significativas entre los niveles de
memantina en LCR (que en todos los casos fueron inferiores a 1 uM) y la duracién

del tratamiento, pero si entre éstos y la dosis diaria recibida komhuber, 1995)-

2.5.- MEMANTINA Y NEUROPROTECCION

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC y de la retina
(Thoreson, 1999), SIn embargo, su presencia en cantidades excesivas en el espacio
extracelular, conlleva un dano irreversible a nivel neuronal, hablandose de
fenémenos de degeneracion neuronal secundarios a una sobreexcitacion provocada
por la liberacion masiva de glutamato. Los efectos neurotoxicos del glutamato, son

. . 2+ , .
debidos a la entrada masiva de Ca™ en la célula como consecuencia de la
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sobreactivacion de los receptores NMDA, con la consiguiente sobreproduccion de
RLO y activacion de mediadores intracelulares pro-apoptoticos (Lipion, 2004)-

La excitotoxicidad del glutamato se ha identificado como una de las causas mas
importantes de dafio y muerte neuronal, en diversas enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Huntington, la demencia-SIDA, la esclerosis multiple, la esclerosis
lateral amiotrofica y/o el glaucoma. Fue descrita inicialmente (1957) a nivel de la
retina, cuando Lucas y Newhouse, tras la inyeccion subcutinea de glutamato
observaron dafio selectivo sobre las células de la capa nuclear interna (CNI) de la
retina. Aunque con distinta patogenia, todas estas enfermedades neurodegenerativas
comparten como mecanismo ultimo, la degeneracion y muerte neuronal por

sobreactivacion de los receptores NMDA del glutamato (Lipton, 2004)-

En condiciones patologicas, de isquemia o traumatismo cerebral, se ha
comprobado como la interrupciéon del metabolismo celular normal, lleva a las
neuronas dafiadas a liberar cantidades excesivas de glutamato al espacio extracelular,
al tiempo que disminuyen los mecanismos de recaptacion del mismo. Este exceso de
glutamato, actuaria sobre los receptores NMDA-postsinapticos de las neuronas
proximas, induciendo la sobreactivacion de los mismos y la entrada masiva de Ca*" a
la célula. El aumento del Ca®" intracelular, provocaria un aumento en la produccion
de radicales libres del oxigeno (RLO) y activacion de distintos sistemas enzimaticos
(caspasas, proteasas y fosfolipasas) y mediadores pro-apoptosis (como la protein-
kinasa MAPK p38), que conduciran finalmente a la muerte y lisis de la célula, con la

consiguiente liberacion de los depdsitos de glutamato intracelulares que a su vez
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estimulardn los receptores NMDA de las neuronas vecinas; siendo el resultado final,
la activacion de una cascada de autodestruccion y la propagacion del dafio neuronal,
que podria mantenerse durante horas o incluso dias después del cese del dafio inicial
(Lipton, 2004)-

Se sabe que las células ganglionares retinianas expresan receptores NMDA en
cantidad variable, y se ha podido comprobar, tanto in vitro como in vivo (woldeMussie,
2002; Hare, 2004), cOmMO éstas células son especialmente vulnerables a la excitotoxicidad
del glutamato, considerada por muchos como uno de los factores implicados en la
pérdida de CGRs en el glaucoma (fare, 2009). Se ha visto como los niveles de glutamato
en el espacio extracelular aparecen elevados en situaciones de isquemia retiniana
aguda, en la retinopatia diabética y en casos de desprendimiento de retina (gertram, 2008)-
También se ha podido comprobar que existe una desregulacion en la homeostasis del
glutamato en la enfermedad glaucomatosa, habiéndose encontrado concentraciones
elevadas de glutamato en el humor vitreo de humanos (preyer, 1996) Y PEITOS (Brooks, 1997)
con glaucoma; asi como en ratas (Levkovitch-Verbin, 2002) Y €1 monos con glaucoma

inducido experimentalmente (preyer, 1996)-

Los primeros ensayos con memantina que demostraron la capacidad de esta
sustancia para bloquear corrientes NMDA-inducidas, en neuronas de médula espinal
de embrion de ratdn, fueron realizados por Bormann en el afio 1989. Afios mas tarde,
Chen y su equipo (1992) comprobaron en condiciones in vitro, como
concentraciones de memantina del orden de 6-12 uM eran capaces de frenar el efecto
neurotdxico inducido experimentalmente mediante sobreactivacion de receptores

NMDA, tanto en cultivos de células ganglionares retinianas como de neuronas de
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cortex cerebral de rata (chen, 1992). LOs estudios in vivo desarrollados por este grupo,
con modelos animales de accidente vascular cerebral en embriones de rata,
confirmaron el efecto neuroprotector de memantina frente a la isquemia, a dosis de
10-20 mg/Kg, mostrando una reduccion en el tamafio del area infartada del 30%
frente al grupo de no tratamiento (chen, 1997). También se ha demostrado la capacidad
de memantina de frenar la pérdida de CGRs en modelos animales de isquemia
retiniana aguda (ragréze, 1998; Osbore, 1999), de isquemia del nervio Optico (kim, 2002) ¥ €n
modelos de glaucoma experimental, en ratas (10 mg/Kg/dia, via subcutdnea) (mare,
2001) y en monos (4 mg/Kg/dia, via oral) (mare, 2004aymmy), Y €n ratones transgénicos
DBA/2J portadores de una mutacién inductora de dafio neuronal glaucomatoso

(Schuettauf, 2002)-

2.5.1.- Usos clinicos

Las enfermedades neurodegenerativas, tanto agudas como cronicas,
comparten un mecanismo final de excitotoxicidad provocada por la liberacion
excesiva de glutamato y otros neurotransmisores excitatorios, que conduce en Ultimo
término a la degeneracion y muerte neuronal. Por ello, en los tltimos afios buena
parte de la investigacion farmacoldgica se ha centrado en la busqueda de farmacos
neuroprotectores capaces de bloquear esta excitotoxicidad.

El efecto neuroprotector de memantina, como antagonista de los receptores
NMDA del glutamato, se explica por su capacidad para bloquear la entrada masiva
de calcio en la célula, inducida por la sobreexpresion de glutamato en el espacio

extrasinaptico y la sobreactivacion de los receptores NMDA (parsons, 1999; Lipton, 2004)-
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Los receptores NMDA se encuentran distribuidos por el SNC en distinta densidad, en
el espacio sinaptico y extrasinaptico, jugando distintos papeles en la regulacion de la
plasticidad sinaptica, el desarrollo neuronal y la excitotoxicidad. Mientras la
actividad de los receptores NMDA sindpticos es esencial para el funcionamiento
neuronal fisioldgico, la sobreactivacion de los receptores NMDA extrasindpticos ha
sido identificada como uno de los factores implicados en la degeneracion y muerte
neuronal, en distintas enfermedades neurodegenerativas (Hardingham, 2002; Lipton, 2004)-

Se han llevado a cabo varios ensayos clinicos para estudiar la eficacia de
memantina en el tratamiento de la demencia tipo Alzheimer (reisberg, 2003), la demencia
vascular (orgogozo, 2002), 1a demencia SIDA, la enfermedad de Parkinson (rabey, 1992), 1a
epilepsia y/o el dolor neuropatico (cnen, 2009); algunos de los cuales se encuentran atin
sin publicar. Aunque hay varias razones para pensar en la positividad de los
resultados, solamente se ha probado la utilidad de memantina en ensayos clinicos en
fase III, en la enfermedad de Alzheimer (reisberg, 2003) y €n la demencia de tipo vascular
(Orgogozo, 2002)-

Memantina fue comercializada en 1982 para el tratamiento de los
parkinsonismos que cursaban con espasticidad y disfuncion cognitiva, y en 2003 fue
aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento
sintomatico de pacientes con enfermedad de Alzheimer moderada-severa, en los que
ha demostrado una mejoria de la funcién cognitiva (mejorando la memoria, el
aprendizaje y la comprension), tras su administracion en monoterapia o en
combinacion con otros farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa (reisberg, 2003). S€
ha propuesto la utilidad de memantina en el tratamiento sintomatico de la

enfermedad de Parkinson, en base a su capacidad para bloquear la excitotoxicidad
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mediada por el glutamato a nivel del ntcleo subtaldmico y del nicleo estriado (rabey,
1992), aunque su relevancia y aplicabilidad clinica, se encuentran todavia en estudio,
durante afios ha sido utilizada en Estados Unidos y en Europa para el tratamiento de
¢ésta enfermedad.

La publicacion de una revision sistematica llevada a cabo por The Cochrane
Dementia Group, ha permitido concluir que memantina es un farmaco seguro y
eficaz en el tratamiento de pacientes con enfermedad de Alzheimer moderada-grave,
demencia vascular leve-moderada y demencias de tipo mixto, en los que consigue
retrasar el deterioro cognitivo y funcional (areosa Sastre, 2003)-

Existen dos ensayos clinicos fase III, aleatorizados, doble ciego, controlados
con placebo, sobre la eficacia de memantina por via oral en pacientes con GAA
(NCTO00141882; NCT00168350). Los resultados del primer ensayo no han sido
publicados como tal, pero en dos articulos de revision en los que se hace referencia al
mismo, se ha sugerido el efecto beneficioso del tratamiento con memantina frente al
placebo sobre la progresion en la pérdida de campo visual (Cheung, 2008; Levin, 2008). LOS
resultados del segundo ensayo fueron publicados por los Laboratorios Allergan,
estableciendo que los casos de progresion de la enfermedad, evaluados mediante
perimetria automatizada, fueron significativamente menores en el grupo de pacientes
que recibieron memantina a altas dosis frente a los que recibieron dosis bajas, pero

no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo placebo (cheung, 2008)-

No obstante, la interpretacion y comparacion de los resultados de los ensayos

sobre neuroproteccion en el glaucoma debe hacerse de forma cuidadosa, ya que

existen importantes diferencias en el disefio de los estudios en cuanto a los tiempos
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de seguimiento de los grupos, asi como en la definicion de las variables y medidas de

resultado utilizadas en cada uno de ellos (vckinnon, 2008; Danesh-Meyer, 2009)-

3.- FARMACOCINETICA

3.1.- FARMACOCINETICA GENERAL. ANALISIS COMPARTIMENTAL

La farmacocinética es la parte de la farmacologia que estudia la evolucion
temporal de la concentracion de un farmaco en el organismo. La administracion de
un farmaco, en una determinada forma farmacéutica, a un organismo vivo, implica el
paso de dicha sustancia por una serie de procesos cinéticos: liberacion, absorcion,
distribucion, metabolismo y excreciOn (pomeénech-Berrozpe, 1997); €Xistiendo una
interdependencia entre dichos procesos. La via de administracion, la forma
farmacéutica y las caracteristicas fisico-quimicas del propio farmaco, son
determinantes en dichos procesos cinéticos. El estudio del esquema LADME para un
determinado farmaco puede llevarse a cabo tanto en animales de experimentacion
como en humanos, si bien, los estudios en animales ofrecen mayores posibilidades en
cuanto a la obtencion de muestras.

Debemos tener en cuenta que la accion farmacologica de una sustancia viene
condicionada por la cantidad de farmaco que es capaz de alcanzar el tejido diana, y
desgraciadamente, muchas veces no es posible medir de forma directa esta cantidad.
Por ello, desde que Marshall y Shannon lo propusieran, se acepta que existe una

relacion entre la accion farmacologica/efecto de una sustancia y sus concentraciones
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a nivel de plasma. Los estudios farmacocinéticos se basan, por tanto, en la
determinacion y representacion grafica de las concentraciones del firmaco en plasma
u otros fluidos/tejidos biologicos, obtenidos tras su administracion.

Los seres vivos constituyen sistemas complejos, en los que resulta dificil
establecer relaciones cuantitativas entre la dosis de farmaco administrada, la via de
administracion, la concentracion del fairmaco en los distintos tejidos y el tiempo
transcurrido. Por lo que, para describir la evolucion en el tiempo, de los niveles de
farmaco administrado, en el organismo, se recurre a modelos farmacocinéticos, en
los que mediante ecuaciones matematicas se relacionan las velocidades de los
procesos de absorcion, distribucion y eliminacion.

Los modelos farmacocinéticos compartimentales son los mas utilizados. En
este sentido, el concepto de compartimento es un concepto cinético y no anatomico,
que engloba a todas aquellas zonas del organismo con propiedades cinéticas
semejantes, y en las que se supone una distribucion uniforme del fArmaco (pomenech
Berrozpe, 1997). UN compartimento estard definido, por tanto, por sectores acuosos con
un volumen determinado (V4), que contienen una determinada cantidad de farmaco
(Q), de manera que la concentracion del farmaco en dicho compartimento (C) vendra
dada por el cociente entre la cantidad de farmaco y el volumen de distribucion del
mismo: C= Q/V,. Las cinéticas de entrada y salida del fArmaco, en un compartimento
determinado, pueden responder a una cinética de primer orden, a una cinética de
orden cero o a una cinética de Michaelis-Menten. El organismo vivo es muy
complejo y tedricamente podria dividirse en gran numero de compartimentos, sin
embargo, ello llevaria a expresiones matematicas del modelo muy complejas. Por

ello, en la practica se tiende a simplificar y a considerar al organismo constituido por

75



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

el menor nimero de compartimentos posibles que permitan una adecuada

descripcion del comportamiento cinético de la sustancia pomeénech Berrozpe, 1997)-

A la hora de elaborar un modelo farmacocinético, lo primero es plantear si se
trata de un modelo cinético lineal o no lineal. Aquellos casos en los que existe una
proporcionalidad directa entre la concentracion del farmaco en los distintos
compartimentos y sus velocidades de transferencia, se consideran modelos lineales, y
en ellos, los procesos cinéticos responderan a una cinética de primer orden, y los
valores de los parametros farmacocinéticos no variaran al variar la dosis
administrada. De esta manera, la concentracion del farmaco a un determinado
tiempo, es directamente proporcional a la dosis administrada, y el area bajo la curva
concentracion-tiempo (AUC) es funcion lineal de la dosis administrada. Por otra
parte, hablamos de modelos no lineales en aquellos casos en los que, al variar la
dosis se modifica el valor de uno o mas de los parametros farmacocinéticos. En estos
casos la concentracion del farmaco a un determinado tiempo no es directamente
proporcional a la dosis administrada. Son situaciones en las que los procesos de
absorcion, distribucion y eliminacién no responden a una cinética de primer orden,
sino que son procesos saturables, con cinética de Michaelis-Menten.

Dentro de la farmacocinética compartimental lineal, pueden establecerse dos

modelos cinéticos fundamentales: el monocompartimental y el bicompartimental.

El modelo cinético monocompartimental es el mas sencillo, y en ¢él se

representa al organismo o a la fraccion del mismo a la que es capaz de acceder el

farmaco, como un compartimento Unico. Segun este modelo existiria una
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distribucion instantdnea y uniforme del farmaco tras su administracion, con una
eliminacion del mismo desde tiempo cero, segin un proceso cinético de primer
orden. La representacion esquematica y la ecuacion del modelo, suponiendo una

administracion intravenosa rapida en dosis unica, seran las siguientes:

Div

Q Vy
— > Qel
C kel

A 4

Donde K, es la constante de eliminacion del farmaco.

dQ
Yok
dt e

Suponiendo una administracion extravasal, deberd considerarse en el modelo el
proceso de absorcion del farmaco, que tendra lugar también segin una cinética de

primer orden, y estara regido por una constante de absorcion (Kap):

Qa—b QVd —>Qel
kab C kel
do
?:kab'Qa_kel'Q

Dada la complejidad anatomo-fisioldégica de los organismos vivos, en el
modelo monocompartimental se simplifica al maximo la evolucion temporal del
farmaco en el organismo, pero en la practica, casi ningin firmaco presenta una
distribucion instantdnea y uniforme tras su administracion. Para describir el

comportamiento cinético de la mayoria de los farmacos suele ser necesario un
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modelo algo més complejo que el monocompartimental. En este sentido, el modelo
bicompartimental asume el hecho de que la distribucion del farmaco tras su
administracion no es instantdnea y que aquellos tejidos con un mayor aporte
sanguineo, alcanzaran mas rapidamente el equilibrio en la distribucién que aquellos
con un menor aporte sanguineo relativo. De acuerdo con esto, se podran distinguir
dos compartimentos en este modelo, un compartimento central que representa
aquellos tejidos en los que el equilibrio en la distribucion se alcanza rapidamente
(pudiendo considerarse una distribucidon casi instantanea) y un compartimento
periférico, representado por aquellos tejidos en los que tarda mdas tiempo en
alcanzarse el equilibrio (poménech-Berrozpe, 1997). El esquema de este modelo, si

consideramos una administracién endovenosa, sera el siguiente:

Q Vi

v

oy
<
A 4

Donde K, es la constante de distribucion o transferencia del farmaco desde el
compartimento central (/) al compartimento periférico (2), y Ky la constante de
retorno desde el compartimento periférico al central. La ecuacion del modelo que
describe las variaciones en la cantidad de firmaco en el compartimento central

respecto al tiempo serd la siguiente:

78



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

dQ.
7:]{21 'Qp_ku'Qc_kez'Qc

Si suponemos una administracion extravasal del farmaco, entonces el modelo y su
ecuacion serdn las siguientes (considerando un proceso de absorciéon de primer

orden):

Qp Vp

Q — *

o¥e
<
A
Y
[\

k21

Qel

dQ.
dt

=ky O, +ky 'Qp_klz'Qc_kel'Qc

El interés del modelo monocompartimental reside en el hecho de que un
modelo tan simple permite comprender mas facilmente el concepto, los pardmetros y
las constantes farmacocinéticas utilizadas en modelos compartimentales mas
complejos. El modelo monocompartimental tiene por tanto un interés didactico.
Ademas, hay que tener en cuenta, que ningin modelo farmacocinético
compartimental, por complejo que sea, es capaz de cuantificar de forma absoluta la
evolucion temporal del farmaco en los distintos tejidos tras su administracion.

Suponiendo un farmaco de comportamiento lineal monocompartimental, se
puede considerar que la cantidad de farmaco existente en el organismo a un tiempo

dado (Q) vendra dado por la siguiente ecuacion:
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Q:Qo,e—kel-t

Y si consideramos una administracion endovenosa en dosis Unica, entonces la
cantidad de farmaco en el organismo a tiempo 0 (Qp) sera igual a la dosis

administrada (D), y entonces, la ecuacion anterior podria escribirse como:
O=D:¢" kel -t

En el modelo monocompartimental, la concentracion del firmaco en el
organismo (C), para cualquier tiempo, se puede conocer a partir del cociente entre la
cantidad de farmaco en ese instante (Q), y el volumen acuoso en el que se encuentra

distribuido (Vy):

C:(l%/d).e—kel-t

Respecto a las consideraciones generales sobre el modelo
monocompartimental, en relacién a la significacion de sus principales parametros
cinéticos, podemos decir en primer lugar, que al aumentar la dosis administrada (D),
aumenta proporcionalmente el valor de Cj, pero no se modifica el valor de la
constante de velocidad de eliminacion (K,), es decir, si consideramos una
representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones respecto al tiempo, se
obtendran rectas paralelas con la misma pendiente. En segundo lugar, el volumen de

distribucion (V) representa el volumen acuoso del organismo en el cual es capaz de
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distribuirse el farmaco, y la sangre se considera una parte alicuota del mismo. En
tercer lugar, cuanto menor es el valor de la semivida biologica (7)) mayor es la
pendiente de la curva concentracién-tiempo, ya que la semivida es inversamente
proporcional a la constante de eliminacion (K,;). Finalmente, en este tipo de modelo
cinético, si se asume un volumen de distribucion (V) constante, entonces a mayor
aclaramiento (C;) mayor sera la pendiente de la curva y por tanto, el valor de la

constante de eliminacion (K,;).

En el modelo bicompartimental por su parte, se asume que existe un desfase
en la distribucion del farmaco en el organismo tras su administracion. Se considera
que el organismo o la parte de ¢l a la que es capaz de acceder el farmaco, esta
constituido por dos compartimentos intercomunicados, uno central (7), de facil
acceso, y otro periférico (2), al que tarda mas en llegar el medicamento. En el
tratamiento cinético en este tipo de modelos, hay que tener en cuenta una serie de
consideraciones aparte, respecto al modelo monocompartimental. En primer lugar,
que tras la administracion intravenosa, el fAirmaco se distribuye instantdneamente en
el compartimento central, desde el cual pasa al compartimento periférico, de acuerdo
con un proceso cinético de primer orden, regido por una constante denominada
constante de transferencia (K;;); y al mismo tiempo, el fairmaco retorna desde el
compartimento periférico al compartimento central, también de acuerdo a una
cinética de orden uno, regida por la constante de redistribucioén o retorno (K;). En
segundo lugar, la eliminacién del farmaco se produce fundamentalmente desde el
compartimento central, de acuerdo con una cinética de primer orden, estando regido

dicho proceso por la constante de eliminacion (K,;). Se considera por tanto, que en el

81



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

modelo bicompartimental, tras la administracion, el farmaco desaparece del
compartimento central por dos mecanismos, el de eliminacion (K,) y el de
transferencia o distribucion al compartimento periférico (K;»), a los que se denomina
en conjunto, proceso de disposicion (poménech Berrozpe, 1997). En tercer lugar, la grafica
que se obtiene de la representacion de las concentraciones respecto al tiempo en el
modelo bicompartimental, presenta un tramo inicial-curvo, seguido de una fraccion
terminal-recta. La fraccion inicial-curva de la gréafica corresponde a los procesos de
eliminacion y distribucion del farmaco tras su administracion, pero una vez
alcanzado el equilibrio de distribucion, momento en el que se igualan los procesos de
distribucion y retorno, practicamente sélo se produce la eliminacion del farmaco,
correspondiendo ésta a la fraccion terminal-recta de la grafica. La gréfica
concentracion-tiempo es representativa del transito del farmaco en el compartimento

central, que viene definida por una ecuacion matematica bi-exponencial, del tipo:

A=Ay. e " +Bj e

Donde a y f se denominan macroconstantes -rapida y lenta- de disposicion,
respectivamente, asumiendo que o rige mayoritariamente el proceso inicial de
distribucion y en menor grado el proceso de eliminacion, y que f rige el proceso de
eliminacion fundamentalmente y en menor medida el proceso de distribucion; por
esa razon, a ambas constantes se las conoce también como constantes hibridas.
Finalmente, debemos tener cuenta que en el modelo bicompartimental se consideran

dos volumenes de distribucion, el del compartimento central (V;) y el del
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compartimento periférico (7>), cuya suma representa el volumen de distribucion total
del farmaco en el organismo (V;); tratindose en todos los casos de volimenes
aparentes, no reales.

Aunque se pueden emplear modelos cinéticos mas complejos, en la practica,
el modelo bicompartimental permite la adecuada descripcion del comportamiento

cinético de la mayoria de los farmacos utilizados.

La FDA la define la biodisponibilidad como “la velocidad y cantidad, a la
cual un farmaco es absorbido a partir de la dosificacion que lo contiene y se hace
disponible en su lugar de accion”. De ello se deduce, que el concepto de
biodisponibilidad hace referencia al acceso y permanencia del farmaco en la biofase.
En general, para que un firmaco pueda absorberse debe liberarse de la forma
farmacéutica que lo contiene, disolverse en el lugar anatomico de la administracion y
acceder por difusion al lugar de absorcion. La biodisponibilidad es un parametro
biofarmacéutico que cuantifica la disponibilidad fisiolégica de un determinado
farmaco o principio activo, y depende de factores inherentes a la propia sustancia
(propiedades fisico-quimicas y caracteristicas farmacocinéticas del principio activo)
y a la forma de dosificacién que lo contiene, y de las caracteristicas del sustrato
biologico al que va destinado.

Desde el punto de vista de la farmacologia ocular, Bafios (1994) establece la
importancia del concepto de biodisponibilidad en los preparados oftalmicos,
haciendo referencia a la capacidad de penetracion del farmaco a través de las
distintas estructuras oculares, para aquellas drogas cuyo lugar de accion se sitia en el

interior del globo ocular, estableciendo ademds, su relevancia en aspectos
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relacionados con la rapidez y eficacia de la accion farmacoldgica. De manera que, la
biodisponibilidad ocular depende, entre otros aspectos, de la velocidad de absorcion
y del tiempo de eliminacion del farmaco, y sobre ella podran influir distintos factores
de tipo fisioloégico como el parpadeo, el drenaje lagrimal o las caracteristicas de los
tejidos a penetrar; y factores relacionados con las propiedades fisico-quimicas del
farmaco y de la formulaciéon que lo contiene, como el coeficiente de reparto o
particion, las caracteristicas del excipiente, el pH de la formulacion, el pKa de la
sustancia y/o el tiempo de contacto de la sustancia con la superficie de absorcion,
entre otros. Por tanto, la biodisponibilidad ocular de una sustancia sera distinta si se

estudia en condiciones fisiologicas o de enfermedad (pomenech-Berrozpe, 1998)-

3.2.- FARMACOCINETICA OCULAR

3.2.1.- Anatomia del globo ocular

El globo ocular se encuentra protegido por los parpados, por la grasa y la
estructura 6sea de la orbita, y su superficie es continuamente lavada por la pelicula
lagrimal.

Desde el punto de vista farmacocinético, a nivel ocular hay que distinguir dos
grandes compartimentos: el segmento anterior, que constituye el tercio anterior del
globo ocular, formado por la cornea, el humor acuoso, el iris, la pupila, el cuerpo
ciliar y el cristalino; y el segmento posterior, que constituye los dos tercios
posteriores del ojo, y que incluye el humor vitreo, la retina, la esclera, la coroides y

el nervio oOptico (fig. 8).
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Figura 8: Esquema anatomico: corte sagital del globo ocular. (Traducido de:
Loftsson T. et al. Topical drug delivery to the posterior segment of the eye:
anatomical and physiological considerations. Pharmazie. 2008; 63: 171-179).

La cornea es una biomembrana transparente constituida por 5 capas: epitelio,
membrana de Bowman, estroma (que representa aproximadamente el 90% del grosor
de la cornea), membrana de Descemet y endotelio (fig. 9); y constituye una
importante barrera para la penetracion de farmacos dentro del ojo, dada su alta
permeabilidad selectiva. Su espesor en el hombre, es de aproximadamente 0.52 mm
en su parte central, existiendo un aumento gradual del grosor en las proximidades del
limbo esclero-corneal.

El epitelio corneal es un epitelio poliestratificado, constituido por varias capas
de células epiteliales (3-6 capas) con fuertes uniones intercelulares, y es el principal
condicionante de la permeabilidad corneal. Posee un caracter lipofilico, lo que le
hace altamente permeable para moléculas liposolubles. Los farmacos administrados

por via tdpica pueden penetrar a través del epitelio corneal por dos vias: transcelular
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o paracelular. La via transcelular es la empleada por moléculas lipofilicas, mientras
que la via paracelular es la empleada por moléculas hidrofilicas y pequefios iones. La
penetracion de moléculas por via paracelular, se hace a través de los poros
delimitados por las células epiteliales (poros intercelulares), y estara limitada por el
tamafio de la molécula. Se estima un tamano de poro de entre 1 y Snm de didmetro,
lo que limita el paso por esta via a moléculas con un Pm menor de 700 Da (rofisson,
2008). 3¢ cree que la mayoria de las sustancias penetran a través del epitelio corneal
por difusion pasiva, a favor de gradiente de concentracién, y aunque se han
identificado distintos transportadores de membrana y bombas de flujo, en la
superficie de las células del epitelio corneal, el papel de éstos en la penetracion
ocular de farmacos est4 siendo todavia estudiado. El estroma corneal esta constituido
por fibras de colageno embebidas en una matriz de glicosaminoglicanos. A
diferencia del epitelio, el estroma es de naturaleza hidrofilica y presenta una baja
resistencia a la penetracion de sustancias hidrosolubles, constituyendo una barrera
relativa para el paso de moléculas lipofilicas que han atravesado facilmente el
epitelio corneal (Ghate, 2006). PoOr su parte, el endotelio corneal esta constituido por una
capa unica de células endoteliales, con fuertes uniones intercelulares, que al igual
que el epitelio posee caracter lipofilico, ofreciendo resistencia al paso de sustancias
hidrofilicas (Ghate, 2006)- Desde el punto de vista de la penetracion ocular de farmacos,
la membrana de Bowman y la membrana de Descemet no constituyen un factor
limitante de la permeabilidad corneal. El hecho de que la cornea se comporte como
una barrera bifasica, evidencia la importancia del balance hidrofilia-lipofilia de las

moléculas administradas por via topica.
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Figura 9: Esquema de un corte histologico de la cornea en el que se representan sus
5 capas. (Reproducido de: Ferndndez A. et al. Regeneration of the ocular surface:
stem cells and reconstructive techniques. An Sist Sanit Navar. 2008, 31(1): 53-69).
La conjuntiva es una membrana mucosa, transparente, que cubre toda la
superficie de la esclera (conjuntiva bulbar) y que se extiende revistiendo la cara
interna de los parpados (comjuntiva tarsal). En la conjuntiva bulbar encontramos
células caliciformes secretoras de mucina, un importante componente de la pelicula
lagrimal (capa mucosa). La conjuntiva es aproximadamente 15-25 veces mas
permeable que la cornea, presentando una porosidad (densidad de poros
intercelulares en su superficie) muy superior a la del epitelio corneal (tofisson, 2008), 10

que se traduce en una importante y rapida absorcion conjuntival de las sustancias

administradas por via tdpica oftalmica.
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La esclera es la capa del ojo que se sitiia por debajo de la conjuntiva. A
simple vista, la esclera parece un tejido relativamente uniforme, compuesto por
colageno tipo I (componente mayoritario, 75% del peso seco), fibras elésticas y
fibroblastos. La matriz extracelular de la esclera estd compuesta fundamentalmente
por proteoglicanos, que le confieren un aspecto de gel amorfo. Se piensa que estos
proteoglicanos son los responsables de la difusion directa de las sustancias
hidrofilicas a través de la esclera (Geroski, 2001; Ambati, 2002; Yasukawa, 2004). S€ desconoce el
papel real del coldgeno, pero se cree que la distribucion de sus fibras en haces
paralelos, dejando espacios libres acuosos entre ellos, proporciona zonas de baja
resistencia para la difusion de sustancias a su través, frente a la alta resistencia de la
matriz de proteoglicanos. La penetracion de farmacos a través de la esclera se
produce principalmente por difusion pasiva, y esta condicionada por el tamafio y
peso molecular de la sustancia (ambati, 2002); presentando una permeabilidad casi 10
veces superior a la de la cornea (raghava, 2004). Las experiencias desarrolladas por Kim
empleando imagenes de resonancia magnética sugieren que la region pars plana es la

zona de mayor permeabilidad de la esclera kim, 2004).

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) a diferencia de la esclera, esta
compuesto por una monocapa de células con estrechas uniones intercelulares, que
actiia a modo de barrera entre las capas mas externas de la retina neurosensorial y la
coroides, controlando el paso de nutrientes, de residuos del metabolismo celular y de
agua a la retina. El paso de solutos a través de esta barrera puede ocurrir por difusion
pasiva (transporte para- o transcelular) o por transporte activo-facilitado mediante

proteinas transportadoras de membrana. En la ultima década, se han identificado
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numerosos transportadores de nutrientes (para el paso vitaminas, aminodcidos,
glucosa ¢ iones, a través de las membranas celulares) en la superficie de las células
epiteliales de la conjuntiva y del EPR, que podrian ser aprovechados para el co-
transporte activo de farmacos, mejorando la penetracion de éstos, especialmente en el
caso de moléculas polares (Gaudana, 2009). De todos los transportadores de membrana
identificados hasta el momento, solamente unos pocos han resultado ttiles como
sistemas de liberacion de farmacos. Entre ellos, se han propuesto los sistemas de
transporte de aminodcidos (como el ATBO+ en la cérnea), de péptidos, de

nucledsidos y de cationes organicos, como los mas efectivos (Gaudana, 2010)-

La coroides es una capa vascular, situada entre la esclera y la retina,
responsable de la nutricion del segmento posterior del ojo. Posee las propiedades del
tejido conectivo, pero se diferencia de la esclera, en su mayor componente celular y
en la presencia de pigmento meldnico, que actian incrementando la retencion de
solutos, especialmente de los de tipo cationico y liposolubles (cheruvu, 2006). Amrite
establece un importante efecto barrera de la coroides en condiciones “in vivo”, al ser
un tejido altamente perfundido, lo que contribuye al rapido aclaramiento de las
sustancias que han conseguido atravesar la esclera, elimindndolas desde el espacio
supracoroideo a la circulacion sistémica antes de que éstas puedan difundir a los

tejidos profundos (amrite, 2008)-

El humor vitreo (HV) es un gel transparente que contiene un 99% de agua.

Esta constituido por una matriz de fibras de coldgeno que se organizan formando una

red fibrilar, en la que se encuentran embebidas moléculas de hialuronato, que dan
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estabilidad a la misma y le confieren avidez por el agua. El volumen de HV en el ojo

humano es de 4 mL, mientras que en el conejo es de 1.4 mL (cheng, 1999).

El humor acuoso (HA) rellena la camara anterior del ojo y su volumen total
en el ojo humano es de 300 puL, y de 200 pL en el ojo del conejo (rofisson, 2008)- Es un
fluido de baja viscosidad, con una composicion quimica similar a la del plasma
sanguineo, y es continuamente secretado por los procesos ciliares del iris. E1 HA es
responsable del aporte de nutrientes a los tejidos avasculares del ojo, como la cornea
y el cristalino, ademds de contribuir al mantenimiento del tono y la forma del globo

ocular.

3.2.2.- Vias de administracion en oftalmologia

En los ultimos afios, se han producido importantes avances en el tratamiento
de las enfermedades oculares del segmento posterior, en el campo de la farmacologia
experimental, que han visto obstaculizada su aplicabilidad clinica por limitaciones en
la dosificacion y biodisponibilidad ocular (ranta, 2006). Es evidente, que para que un
farmaco eficaz in vitro, lo sea también in vivo, debera llegar en cantidad suficiente al
tejido diana. En este sentido, el tratamiento de las enfermedades del segmento
posterior requiere la consecucion de altas concentraciones del fArmaco en vitreo, de
manera que la aplicabilidad clinica de dichas medicaciones pasa por desarrollar vias
de administracion que permitan superar las barreras anatomicas del ojo, facilitando

su penetracion, y representa en el momento actual, el principal reto de Ia
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oftalmologia, ya que estas patologias son una causa importante de ceguera en
millones de personas en todo el mundo.

Existen cuatro vias de administracion encaminadas a la consecucion de
concentraciones eficaces del farmaco en el segmento posterior del ojo: la via topica,

la sistémica, la intravitrea y la periocular.

La via topica ha sido la preferida para la administracion de farmacos en
oftalmologia, dada la simplicidad de la técnica y su bajo coste econémico. Mas del
90% de las formulaciones oftdlmicas comercializadas existen en forma de gotas para
uso topico, pero éstas son consideradas ineficaces para el tratamiento de las
enfermedades del segmento posterior. Cuando un farmaco es administrado por via
topica en el ojo (en forma de gotas, suspensiones o pomadas), se estimulan distintos
mecanismos como el lagrimeo, el parpadeo, la dilucion y el recambio de la pelicula
lagrimal, que contribuyen al aclaramiento y/o lavado de la sustancia de la superficie
ocular, de manera que la cantidad de farmaco susceptible de atravesar la cérnea es
muy inferior a la dosis administrada (s, 2006). S€ estima que menos de un 5% de la
dosis total administrada por via topica ocular llega al humor acuoso (merrero-vanrell, 2007)-
La penetracion ocular de los farmacos administrados por via topica, puede suceder
por dos vias: corneal y no corneal, englobando esta ultima, el paso de la sustancia a
través de conjuntiva y esclera (mughes, 2005) (fig. 10). La preferencia por una u otra via
de penetracion dependera de las propiedades fisico-quimicas de la sustancia (Gaudana,
2009). La via corneal es la mayoritaria, y supone paso de la sustancia a través de la
cornea (via transcelular o paracelular) al HA, desde donde se distribuye a los

distintos tejidos intraoculares. Una vez que la sustancia ha alcanzado el humor
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acuoso, podra difundir hacia el vitreo y resto de tejidos intraoculares, a favor de
gradiente de concentracion. Sin embargo, el gradiente de concentracion creado tras la
administracion topica es débil y transitorio, ya que la concentracion de la sustancia
en el humor acuoso cae rapidamente, en base a los mecanismos de “turn over” y

drenaje del acuoso (Geroski, 2000)-

ADMINISTRACION
TOPICA

D™

VIA CORNEAL VIA CONJUNTIVAL

— |

Céornea <--2sntaenl . Egclera  «——— Conjuntiva
| .
g
- .u "
Humor Acuoso Céamara |5 §
l posterior 2 B
Iris ) i -
(ire) 8 Coroides «——| V]A SISTEMICA
. ) (Membrana de Bruch)
Tejidos intraoculares l

\ v

Segmento posterior
(EPR, retina, HV)

Figura 10: Vias de absorcion de farmacos administrados por via topica. (Traducido
de: Hughes PM. et al. Topical and systemic drug delivery to the posterior segments.
Adv Drug Deliv Rev. 2005; 57(14): 2010-2032).

Si se recurre a la administracion por via sistémica, las dosis necesarias para
alcanzar niveles terapéuticos en el segmento posterior del ojo son muy altas, lo que
supone un mayor riesgo de generar efectos adversos no deseados a nivel sistémico

(Geroski, 2001). 1ras la administracion sistémica, la barrera hemato-acuosa (BHA),

(constituida por el endotelio de los vasos sanguineos del iris y del cuerpo ciliar, y por

92



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Introduccién

el epitelio no pigmentado de los procesos ciliares) y la barrera hemato-retiana (BHR)
(constituida por el endotelio de los capilares retinianos (BHR-interna) y por la banda
del epitelio pigmentario retiniano (BHR-externa)) limitan la penetracion de fairmacos
en el segmento anterior y posterior del ojo respectivamente. Las sustancias
administradas por via sistémica -oral o endovenosa- alcanzan y se distribuyen
facilmente por la coroides, debido a la gran vascularizacion de esta capa y al caracter
fenestrado de los capilares coroideos, pero el EPR constituye una barrera altamente
selectiva que restringe el paso de las mismas a la retina neurosensorial. Solamente
del 1 al 2% de la dosis total administrada por via sistémica alcanza el compartimento

VItreo (Gaudana, 2010)-

Frente a la via sistémica, el depdsito directo del farmaco en el compartimento
posterior del ojo mediante inyeccion intravitrea, constituye una alternativa util, ya
que desde el primer momento, se consiguen concentraciones eficaces del principio
activo en humor vitreo con minimos efectos secundarios a nivel sistémico (merrero-
vanrell, 2007)- Asi, la administracion intravitrea, ha adquirido popularidad en los tltimos
aflos gracias a la aplicacién de los farmacos anti-VEGF en el tratamiento de la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) de tipo exudativo. Sin embargo,
las inyecciones intravitreas constituyen un método invasivo, no exento de riesgos a
nivel ocular, como la formaciéon de -cataratas, desprendimientos de retina,
hemorragias vitreas, endoftalmitis y/o elevacion de la presion intraocular raghava, 2004).-
Otro inconveniente de la via intravitrea, es que la administracion del farmaco se
realiza en forma de bolo, lo que resulta ineficaz en el tratamiento de enfermedades

cronicas como el glaucoma, siendo necesarias inyecciones repetidas para lograr
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concentraciones mantenidas del principio activo en vitreo, que no siempre son bien
toleradas por el paciente (ruiz-Moreno, 2007)-

En estos momentos, la dosificacion de medicamentos al segmento posterior
del ojo estd demandando la busqueda de vias de administracién menos lesivas. En
este sentido, la via periocular presenta una serie de ventajas frente a las otras vias. A
diferencia de la via sistémica, permite alcanzar altas concentraciones del firmaco en
vitreo, ya que la esclera al ser un tejido fibroso, ofrece menor resistencia que las
barreras hemato-acuosa y hemato-retiniana, a la penetracion de las sustancias raghava,
2004), siendo permeable incluso a moléculas de gran tamafio (con un Pm de mas de 70
KDa) (Ambati, 2000 Ademas, la via periocular proporciona un espacio virtual donde
“almacenar” el principio activo, a modo de depot, para su liberacion progresiva
(Raghava, 2004). Dentro de la via periocular podemos diferenciar distintas modalidades de
inyeccidon, segun criterios anatdmicos: peribulbar, retrobulbar, yuxtaescleral
posterior, subtenon (anterior y posterior) y subconjuntival (fig. 11) (Gaudana, 2009)-

Estudios farmacocinéticos con fluoresceina sodica en conejos, han mostrado
como tras la administracion subtenon posterior (STP) se alcanzan concentraciones
mas altas y sostenidas en vitreo que tras la inyeccion retrobulbar o subconjuntival,
con una menor absorcion sistémica de la sustancia y menor riesgo de efectos
secundarios, ya que tedricamente, la administracion STP permite el emplazamiento
de la sustancia cerca de la esclera y relativamente mas alejada de la circulacion
orbitaria (Ghate, 2007)- Ademas las inyecciones perioculares han mostrado mayor confort

y tolerancia para el paciente respecto a las inyecciones intravitreas raghava, 2004)-
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Figura 11: Esquema que ilustra la anatomia y distintas modalidades de
administracion periocular (Reproducido de: Gaudana R. et al. Ocular drug delivery.
AAPS J. 2010; 12(3): 348-360. Review).
La administracion periocular supone el emplazamiento de la sustancia o de la
formulacion que la contiene, en el espacio periocular, desde el cual el fArmaco puede

penetrar en vitreo por una de las siguientes vias: via hematica, via transescleral o

través de la camara anterior del ojo (fig. 12).

Penetracion a través de la cdmara anterior: la sustancia administrada
periocularmente podrd penetrar en la camara anterior del ojo, bien directamente,
difundiendo a través de la esclera y del cuerpo ciliar y secretdndose con el humor
acuoso; o indirectamente, por reflujo a través de la conjuntiva y dilucién en la
pelicula lagrimal, penetrando a través de la cérnea. Desde la cdmara anterior el
farmaco puede difundir a la cdmara posterior, y desde alli al humor vitreo superando

la barrera del cristalino a través de la zonula.
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Penetracion por via hemdtica: la sustancia administrada periocularmente es
absorbida a nivel de los vasos sanguineos conjuntivales, epiesclerales, coroideos,
pasando a la circulacion sistémica y retornando a los tejidos intraoculares con el flujo
sanguineo retiniano.

Penetracion directa via transescleral: supone la absorcion directa de la
sustancia administrada, debiendo atravesar los tejidos oculares subyacentes, esclera,
coroides, membrana de Bruch-EPR y retina neurosensorial, para alcanzar el vitreo.
Este proceso de absorcion se denomina difusion lateral, y en €l, la permeabilidad del
EPR sera el principal condicionante de la penetracion de la sustancia; ofreciendo una

menor resistencia para moléculas liposolubles (ambati, 2000)-

Via periocular
|
¥ ¥ ¥
Esclera Circulacion sanguinca [T Conjuntiva
Coroides Pelicula logrimai
EPR Cornea
etina Cuerpo cikiar Humor acuoso
Canal de Schemm ——
Drenaje uveo-escleral
| lnor vilieo

Figura 12: Esquema que ilustra las 3 vias de penetracion tras la administracion
periocular (Traducido de: Raghava S. et al. Periocular routes for retinal drug
delivery. Expert Opin Drug Deliv. 2004, 1(1): 99-114).
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La importancia relativa de cada una de estas vias en la penetracion de
farmacos administrados periocularmente, ha sido estudiada in vivo en animales de
experimentacion, para distintas sustancias: prednisolona (ri, 1988) Y manitol (ee, 2001)
administrados por via subconjuntival en conejos, y celecoxib administrado por via
subconjuntival en ratas (ayalasomayajula, 2004); concluyendo que la penetracion directa
desde el espacio periocular, a través de la esclera y los tejidos subyacentes, es la via
preferente. Weijtens y colaboradores llevaron a cabo un ensayo clinico comparativo
sobre liberacion vitreo-retiniana de dexametasona tras administracion subconjuntival,
peribulbar y oral, en pacientes que iban a ser vitrectomizados, llegando a la
conclusion de que tras la administracion subconjuntival y peribulbar, la penetracion
directa transescleral es la via fundamental en la consecucion de niveles vitreos
(Weijtens, 2000)- Estos autores describieron, ademas, un fenomeno de redistribucion del
farmaco, como resultado de su paso a sangre, al ser absorbido a nivel de la
circulacion sanguinea conjuntival y epiescleral, que justificaria la presencia de
niveles detectables en el ojo contralateral tras la administracion local (weijtens, 2000)- Asi
mismo, se ha visto que cuando un farmaco se inyecta periocularmente, puede
producirse cierto reflujo de la sustancia a través del punto de inyeccidén, con
redistribucion de la misma en la pelicula lagrimal y posibilidad de penetracion a

través de la cornea (amrite, 2008)-

Ahmed (1985) propuso la via transescleral como alternativa frente a la
administracion sistémica, la via topica y las inyecciones intravitreas, en la
administracion de farmacos al segmento posterior de ojo. La esclera presenta un area

de superficie extensa y un alto grado de hidratacion, lo que facilita el paso de
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sustancias hidrofilicas a su través. Ademas, es un tejido hipocelular, que posee
escasos enzimas proteoliticos, y su permeabilidad no parece disminuir con la edad,
caracteristicas por las que el tejido escleral presenta una permeabilidad superior a la
de la cornea (anmed, 1985).- En base a las caracteristicas ultraestructurales de la matriz de
colageno del estroma eslceral, el paso de moléculas via transescleral se produce por
difusion a través de poros. Ambati (2000) demostrd “in vitro”, trabajando con esclera
de conejo, que la permeabilidad del tejido escleral disminuye exponencialmente con
el radio y peso molecular de la sustancia, siendo por su parte, el radio molecular
mejor predictor de la permeabilidad escleral que el Pm de la sustancia. Para dos
sustancias con Pm similar, la permeabilidad del tejido escleral dependera del radio
molecular, siendo mayor para proteinas globulares (tipo inmunoglobulina,
seroalbumina) que para moléculas de estructura lineal (tipo dextrano), en base al
menor radio molecular de las primeras y a la mayor interaccion de las moléculas
lineales con las fibras de colageno del estroma escleral (ambati, 2000)- Por otra parte, en
el caso de sustancias de peso y radio molecular similar, el paso transescleral estara
condicionado por su carga idnica y grado de hidrofilia (cheruvu, 2006)- El tejido escleral
es mas permeable a compuestos hidrosolubles y moléculas cargadas negativamente,
ya que la matriz escleral contiene proteoglicanos y glicosaminoglicanos que
presentan cargas negativas a pH fisiologico, de manera que las moléculas anionicas
seran menos retenidas (cCheruvu, 2006; Ranta, 2006)-

Por todo ello, la via transescleral puede considerarse valida para la liberacion
de farmacos al segmento posterior del ojo, de hecho, se han ensayado distintos
sistemas de liberacion sostenida transescleral a base de nano- y microparticulas

(Kompella, 2003), iImplantes epiesclerales (kaio, 2004y 0 matrices colagenas (Gitert, 2003). Sin
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embargo, no podemos olvidar el obstaculo interpuesto por los tejidos y estructuras
circundantes a la esclera, como la presion intraocular, el flujo acuoso uveo-escleral,
el flujo sanguineo coroideo y/o la interfase coroides-membrana de Bruch-EPR. La
permeabilidad escleral se encuentra limitada en gran medida por la interfase
membrana de Bruch-EPR, considerada una barrera ocular altamente restrictiva, tal y
como demuestran los estudios desarrollados por Cheruvu (2006). Segun este autor, el
paso de moléculas a través de la membrana de Bruch-EPR se ve més condicionado
por la lipofilia y carga idnica de la sustancia que el paso transescleral, presentando
alta resistencia al paso de moléculas hidrosolubles y moléculas polares (cheruvu, 2006)-
Los resultados de los estudios de administracion subtenon de triamcinolona, llevados
a cabo por Robinson (2006) en conejos, con creacion de un tapete conjuntival para
aislar la zona de la inoculaciéon de la circulacion sanguinea conjuntival o con
aplicacion de crioterapia para bloqueo de la circulacion coroidea, sugieren que la
circulacion sanguinea conjuntival constituye un obstdculo mas potente que la
circulacion coroidea en la penetracion transescleral de las sustancias administradas

periocularmente (robinson, 2006)-

3.3.- NUEVAS FORMULACIONES OFTALMICAS

La administracion de farmacos en solucion hace que la duracion del efecto
sea corta, ya que depende directamente de la semivida del principio activo, siendo
dificil mantener concentraciones locales dentro del rango terapéutico. Por esta razon,

desde los afios 80, las lineas de investigacion se centran en el disefio y andlisis de
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nuevas formulaciones y sistemas, encaminados a mejorar la biodisponibilidad del
principio activo, bien aumentando el tiempo de contacto de la formulacion con la
superficie ocular, bien facilitando la penetracion del farmaco en su forma libre o bien
permitiendo una liberacion sostenida y controlada del farmaco al incluirlo en algin

vehiculo o dispositivo (gerrero-vanrell, 2007)-

3.3.1.- Pro-farmacos

La denominacién de profarmaco hace referencia a aquellos “derivados
biorreversibles” que experimentan una biotransformacion en el organismo en cual
son administrados antes producir el efecto terapéutico esperado. En general, un
profarmaco no es activo "per se", sino que se activa en el organismo como resultado
de un proceso metabodlico en el que se regenera el producto de partida. La mayoria de
los pro-farmacos se obtienen por esterificacion del principio activo, confiriéndole
mediante modificacion sus caracteristicas fisico-quimicas, mayor estabilidad,
posibilidad de administracion por distintas vias, mayor velocidad de absorcion,
menor metabolismo por efecto primer paso e incluso menores efectos secundarios.

En el campo de la oftalmologia, la utilizacion de pro-farmacos ha permitido
aumentar la permeabilidad y penetracion ocular de principios activos, mejorando su
biodisponibilidad y tolerancia. Entre ellos podemos nombrar dos profarmacos
lipidicos, el ODG-PFA pro-farmaco de foscarnet (cheng, 1999) y €1 HDP-P-GCV pro-
farmaco de ganciclovir (cheng, 2000), 10s cuales, formulados como liposomas para
administracion intravitrea, se han ensayado en modelos animales como sistemas de

liberacion sostenida en el tratamiento de la retinitis por citomegalovirus (CMV),
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mostrando un buen perfil de seguridad y eficacia. Se ha desarrollado también un
profarmaco hidrosoluble de la ciclosporina A (CsA) el OPPH 088, para uso topico
en el tratamiento de enfermedades oculares de base autoinmune (como algunas
formas graves de o0jo seco). Este profirmaco ha mostrado una alta biodisponibilidad
en tejidos oculares tanto del segmento anterior como posterior tras su administracion
topica, superior a la de la emulsion comercializada (Restasis”), y con un mejor perfil
de seguridad (rodriguez-Aller, 2012), Ya que el caracter altamente hidrofobico de la CsA
obliga a que sea formulada en emulsion con distintos aceites vegetales, los cuales

condicionan una deficiente tolerancia local para el paciente.

3.3.2.- Polimeros bioadhesivos y agentes viscosizantes

La coadministracion del principio activo con polimeros de alta viscosidad
permite aumentar el tiempo de contacto de la formulacidon con la superficie ocular,
incrementando, de esta manera, la cantidad de principio activo susceptible de
penetrar dentro del ojo, aunque sin efecto directo sobre la absorcion del mismo
(zimmer, 1995). LOS agentes viscosizantes mas empleados son, entre otros, el alcohol
polivinilico y la polivinilpirrolidona, los polimeros derivados de la celulosa
(metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa),
los polimeros derivados de acidos poliacrilicos (carbopol, acido hialurénico), el
dextrano 70, la gelatina, la glicerina, el polietilenglicol y el propilenglicol, el
poloxamer 407 y el polisorbato 80. La limitacién clinica fundamental de estas

formulaciones es que producen vision borrosa (pomenech-Berrozpe, 1998).
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La metilcelulosa (MC), es un polimero derivado de la celulosa, con un tnico
grupo/éster metilo (-CH3) que actia como agente aglutinante confiriendo
homogeneidad a los distintos componentes de la formulacion. La MC también tiene
la propiedad de actuar como agente de recubrimiento dentro de los Ilamados
“polimeros formadores de films”. Al igual que otros ésteres de la celulosa, es soluble
en agua pero no en medios acidos, siendo 1til en la produccion de comprimidos con
cubierta gastrorresistente. Los “polimeros formadores de films” pueden ser utilizados
como recubrimientos de superficie de sistemas reservorio, controlando Ila
permeabilidad al agua y la velocidad de liberacion del principio activo encapsulado.
La MC tiene la capacidad afiadida de incrementar la viscosidad de determinadas
formulaciones (emulsiones y suspensiones), siendo util para la estabilizacion de las
mismas. Ademas, este incremento de viscosidad puede modificar el indice de
absorcion del principio activo, al variar la cantidad de farmaco libre disuelto que
puede ser absorbido (kalasz, 2006)-

La polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero no idnico, soluble en agua
perteneciente al grupo de los llamados “transportadores poliméricos”, con capacidad
para modificar las propiedades farmacocinéticas de la molécula con la que se
conjuga, de manera que el compuesto resultante adoptara las propiedades cinéticas
del polimero, consiguiendo una liberacion controlada y 6rgano-especifica. Frente a
otros polimeros no i6nicos-solubles en agua, del mismo peso molecular, como el
polietilenglicol (PEGsggo), el alcohol polivinilico (PVA) o la polidimetilacrilamida
(PDAAm), el PVP presenta un tiempo de residencia media (MRT) en sangre tras su
administracion intravenosa, mas largo, con un aclaramiento renal y un volumen de

distribucion tisular muy bajos, presentando minima retencion a nivel del bazo y de
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las células del sistema reticulo-endotelial hepatico. Estas caracteristicas cinéticas
convierten al PVP en un polimero ideal para la obtencion de bioconjugados en la
industria farmacéutica, frente a los bioconjugados a base de polisacaridos, altamente

retenidos a nivel del sistema reticulo-endotelial (kaneda, 2004)-

3.3.3.- Sistemas coloidales y vesiculares

La encapsulaciéon del principio activo en vehiculos tipo coloide permite
mejorar la absorcion del farmaco, lograr una liberacion 6rgano-especifica y facilitar
una liberacion sostenida del principio activo. Dentro de los sistemas coloidales
estudiados para su aplicacion oftalmica se encuentran las nano- y micropaticulas, los

liposomas, las microemulsiones, los dendrimeros, los niosomas y los ciclodextranos.

Las nanoparticulas (1-1000 nm) y las microparticulas (1-1000 pm) son
vehiculos coloidales solidos constituidos por polimeros naturales o sintéticos, en los
que el principio activo se encuentra encapsulado, disuelto o adsorbido en la
superficie. En funciéon de su estructura reciben el nombre de nanocépsulas o
nanoesferas. Las nanocadpsulas tienen una estructura tipo reservorio, formada por un
nicleo que contiene el fairmaco y una cubierta polimérica, mientras que en las
nanoesferas el farmaco se encuentra disperso en el polimero formando una matriz.
Estos nano- y microsistemas permiten una liberacion controlada del farmaco que
contienen durante periodos de tiempo mas prolongados que las formulaciones
convencionales, y poseen la ventaja adicional de poder ser administrados como una

simple inyeccion intravitrea o en colirio (kompella, 2003)- Estos sistemas son capaces de
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aumentar el paso transescleral de moléculas poco permeables, disminuir la
degradacion enzimatica y disminuir el aclaramiento de la sustancia del lugar de la
administracion (amrite, 2005). Por todo ello, la tecnologia de las nano- y microparticulas
ofrece la posibilidad de mejorar la dosificacion de farmacos al segmento posterior
del ojo, haciendo mas razonable la estrategia de tratamiento de las enfermedades
retinianas crénicas. Dentro de los polimeros empleados para la elaboracién de estos
sistemas se encuentran los derivados polialquilicos del acido acrilico, el acido lactico
o la albimina. En este tipo de formulaciones, el tamafio de la nanoparticula es
importante, ya que va a condicionar el aclaramiento de la formulacion del lugar de la
administracion. En estos sistemas, el indice de liberacion del principio activo estara
condicionado por la interaccion existente entre las cargas de superficie del polimetro
y las del farmaco, justificando asi los parametros de rendimiento del sistema (sahoo,
2008)- Se han desarrollado y evaluado nanoparticulas sintéticas de acido polilactico-
coglicolico (PLGA) cargadas con acetato de dexametasona administradas mediante
inyeccion intravitrea en modelos de neovascularizacion coroidea en ratas (xu, 2007)-
También se han ensayado nanoparticulas lipidicas cargadas con tobramicina para
administracion topica, que han demostrado en estudios in vivo una liberacion
sostenida del antibidtico al ser retenidas en el fondo de saco conjuntival (cavatii, 2002).-
Las microemulsiones son dispersiones con una fase acuosa y una fase
organica-oleosa, formadas por la combinacién del principio activo con distintas
sustancias utilizadas como surfactante/co-surfactante. Estos sistemas tienen la
ventaja de presentar alta estabilidad termodindmica y la posibilidad de ser
administradas en micro-gotas. Las microemulsiones permiten mejorar la solubilidad

de sustancias altamente lipofilicas y facilitar su absorcidon corneal, consiguiendo en
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algunos casos, una liberacion sostenida del farmaco. Se han desarrollado
microemulsiones de pilocarpina para uso topico que han demostrado en modelos
animales, una reduccion en la frecuencia de instilacion respecto a las formulaciones
convencionales de pilocarpina en solucion. Se han probado también,
microemulsiones de timolol y cloramfenicol, con buenos resultados en cuanto a
estabilidad y biodisponibilidad. A pesar de ello, estos sistemas tienen una utilidad
clinica limitada por la dificultad para encontrar buenas combinaciones
surfactante/co-surfactante y por la potencial toxicidad de estos componentes si se
usan en altas concentraciones (vandamme, 2002)-

Los liposomas son sistemas vesiculares constituidos por uno o varios nucleos
acuosos rodeados de bicapas fosfolipidicas organizadas como las membranas
celulares. Estas vesiculas pueden incorporar tanto sustancias hidrofilicas en el nucleo
acuoso como lipofilicas en las bicapas. Los liposomas han sido muy utilizados en el
campo de la farmacologia ocular experimental. Entre otros, se han desarrollado y
estudiado liposomas de ganciclovir (GCV) administrados mediante inyeccion
intravitrea en modelos animales en los que han demostrado mejorar la
biodisponibilidad ocular del GCV frente a su administracion en solucion acuosa
(Cheng, 2000)- lambién se ha formulado ciprofloxacino en liposomas para su
administracion toépica, lograndose una mayor permanencia de la formulacion en
contacto con la superficie corneal y una liberacion sostenida del antibidtico (Budai,
2007). Las ultimas lineas de investigacion se centran en la elaboracion de liposomas
recubiertos con la envoltura de virus inactivados.

Los dendrimeros son compuestos macromoleculares de estructura ramificada,

con un nucleo central, en el que va encapsulado el farmaco. Son polimeros liquidos o
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semi-solidos que incorporan distintos grupos amino-, carboxilo- o hidroxilo- en su
superficie, en nimero creciente segin la generacion. Su tamafio de particula, su Pm,
su facil preparacion y la posibilidad de funcionalizar su superficie (seleccionando un
grupo funcional u otro), los convierte en vehiculos ttiles para la administracion de
farmacos. Estos vehiculos pueden incorporar tanto moléculas hidro- como
liposolubles, bien encapsuladas dentro de la estructura del dendrimero o bien unidas
covalentemente a la superficie del miSmo (sahoo, 2008)- S€ han ensayado con éxito
dendrimeros para la liberacién ocular de oligonucledtidos anti-VEGF (ODN-1) en el
tratamiento de la neovascularizacion coroidea en 0jos de rata (marano, 2005)- También se
han probado dendrimeros de pilocarpina y tropicamida, que incorporando grupos
carboxilo e hidroxilo en distinta densidad en su superficie, consiguen mejorar la
biodisponibilidad del farmaco y mantener una liberacion sostenida del mismo
(Vandamme, 2005)-

Los niosomas son sistemas vesiculares elaborados a partir de surfactantes no
i6nicos, que presentan la ventaja de poder encapsular en su nucleo tanto compuestos
hidro- como liposolubles, mejorando la biodisponibilidad de éstos. Con los afios, se
ha mejorado el rendimiento de estos sistemas, aumentando el tamafio de las vesiculas
mediante la incorporacion surfactantes de mayor peso molecular, lo que ha permitido
disminuir el aclaramiento sanguineo y prolongar el tiempo de residencia en los
fondos de saco conjuntival cuando se administran por via tdpica. Se han probado
formulaciones niosomales de maleato de timolol en modelos experimentales de
glaucoma en conejos, en los que han mostrado una mayor eficacia hipotensora frente

a la formulacion convencional en solucion kaur, 2004)-
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Los ciclodextranos (CDs) son un grupo de oligosacaridos ciclicos
(hidroxipropil B-ciclodextranos: HP-B-CD) capaces de formar complejos de inclusion
con moléculas lipofilicas de baja solubilidad en agua (sanoo, 2008). Estos complejos
permiten aumentar la permeabilidad corneal de sustancias hidrofobicas, mejorando la
biodisponibilidad ocular de éstas tras su administracion topica en gotas. Se han
probado complejos HP-B-CD de dexametasona y dorzolamida que han demostrado
una biodisponibilidad superior a la de las formulaciones convencionales en solucion,
sin los problemas de irritabilidad ocular y toxicidad corneal de las formulaciones

convencionales que asocian el cloruro de benzalconio (BAK) como conservante

(Loftsson, 2008).

3.3.4.- lontoforesis ocular

La iontoforesis ocular ha ganado interés en el campo de la oftalmologia, por
ser un método no invasivo, que permite la liberacion eficaz de farmacos tanto al
segmento anterior (iontoforesis transcorneal) como al segmento posterior del ojo
(iontoforesis transescleral), sin los efectos adversos asociados a las inyecciones
intravitreas y/o a los implantes intraoculares. Aunque las primeras aplicaciones de la
técnica datan de principios del siglo XX, es a finales de los afios 80, cuando se
desarrollan estudios controlados y reglados. En la iontoforesis ocular, mediante la
aplicaciéon de una corriente eléctrica se consigue la penetracion de moléculas
ionizadas (farmacos ionizados) en los tejidos oculares, colocando en contacto con el
0jo, un electrodo donante que contiene el farmaco a administrar, y en otro punto de la

superficie corporal el electrodo de retorno que cierra el circuito eléctrico.
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La iontoforesis transescleral presenta una serie de ventajas frente a la
iontoforesis transcorneal. Por una parte, evita la barrera del cristalino permitiendo
alcanzar altas concentraciones del farmaco en humor vitreo, por otra, permite una
mayor superficie de aplicacion pudiendo disminuir el tiempo y la dosis aplicadas, y
por ultimo, el tejido escleral ofrece una mayor tolerancia a la corriente y cualquier
alteracion en su estructura no afectaria a la vision (Maurice, 2001)- A pesar de que la
técnica de la liberacion iontoforética ha sido ampliamente estudiada para la
administracion transdérmica, su aplicacion en el terreno de la farmacologia ocular
sigue siendo un reto, ya que la estructura de la esclera no es comparable a la de la
piel, el tiempo de aplicacion esta limitado por la tolerancia ocular a la corriente y
existe la necesidad de disenar dispositivos y sondas adaptados para su aplicacion
ocular. Algunos de los sistemas disefiados para iontoforesis transescleral tratan de
superar dichas limitaciones, incorporando un aplicador con un electrodo dispersivo y
un controlador de dosis. La técnica de la iontoforesis ocular ha sido ensayada con
éxito en la liberacion de antibidticos (ciprofloxacino, gentaminicina, amikacina,

vancomicina) y corticoides (dexametasona y metilprednisolona) Gaudana, 2010)-

El inconveniente fundamental de la administracién intraocular de las
formulaciones convencionales reside en la imposibilidad de su empleo en
tratamientos prolongados, en los que serian necesarios inyecciones repetidas para
conseguir mantener concentraciones del farmaco dentro del rango terapéutico, con el
consiguiente riesgo de complicaciones oculares (hemorragias conjuntivales,
induracion escleral en el punto de la inyeccion, aumentos de la PIO, cataratas,

hemorragias vitreas, desprendimientos de retina y endoftalmitis). Ademads, si
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tenemos en cuenta el bajo indice terapéutico de algunos de los fArmacos empleados
en el tratamiento de las enfermedades del segmento posterior, no seria improbable
alcanzar concentraciones toxicas para la retina. Por todo ello, se trabaja en el
desarrollo de nuevos sistemas, adaptados para la administracioén intraocular a modo
de implantes intravitreos, capaces de lograr una liberacion sostenida del farmaco
durante periodos de tiempo prolongados, evitando la problematica de las
reinyecciones sucesivas. Estos sistemas se pueden preparar a partir de polimeros no

biodegradables o de polimeros biodegradables.

Dentro de los implantes intravitreos no biodegradables, podemos encontrar:
Vitrasert® (1996) un dispositivo de ganciclovir empleado en el tratamiento de la
retinitis por citomegalovirus, Retisert” (2005) un dispositivo de acetéonido de
fluocinolona aprobado para el tratamiento de las uveitis intermedias y posteriores no
infecciosas, Iluvien” (2010) un dispositivo de acetonido de fluocinolona probado en
ensayos clinicos en fase III para el tratamiento del edema macular diabético y del
edema macular secundario a oclusiones venosas retinianas, y el implante NT-501 un
dispositivo de células epiteliales retinianas humanas modificadas liberadoras de
CNTF que ha sido probado en ensayos clinicos en fase II para el tratamiento de la
DMAE atrofica y de la retinosis pigmentaria (kuno, 2010)- LOs polimeros no
biodegradables empleados con mayor frecuencia en la elaboracion de estos sistemas
son la silicona, el alcohol polivinilico y el acetato de etilvinilo. La principal
desventaja de los implantes no biodegradables, es que deben ser extraidos
quirtirgicamente una vez que se ha agotado su efecto, por el riesgo de producir

reacciones de rechazo tipo cuerpo extrano, lo que conlleva un mayor riesgo de
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complicaciones locales tipo hemorragias vitreas, desprendimiento de retina,
endoftalmitis y edema macular quistico (kuno, 2010)- S¢ ha disefiado un implante
intraescleral no biodegradable, preparado a partir de un copolimero de acetato de
etileno y vinilo para la liberacién de betametasona, que funciona a modo de
reservorio, y con posibilidad de recarga (kato, 2004)-

Entre los dispositivos intraoculares biodegradables se encuentra Ozurdex™
(2011), un implante intravitreo de liberacion sostenida de dexametasona que ha sido
aprobado para el tratamiento del edema macular secundario a obstrucciones venosas
retinianas y de las uveitis intermedias o posteriores no infecciosas (rondon, 2011). LOS
polimeros biodegradables empleados en la elaboracion de estos sistemas se clasifican
en hidrofobicos de origen sintético e hidrofilicos de origen natural. Dentro de los
polimeros hidrofobicos sintéticos los mas empleados son el acido poli-lactico, el
acido poli-glicélico y sus copolimeros, siendo el acido polilactico-coglicolico
(PLGA) el material mas empleado en la elaboracion de implantes intraoculares
biodegradables. En todos ellos, las cadenas poliméricas se rompen por hidrdlisis y
los productos resultantes son metabolizados mediante el ciclo de Krebs. Gracias a la
maleabilidad de estos polimeros, han sido utilizados en la fabricacion de implantes
biodegradables con formas diversas (varillas, clavos esclerales, pellets, discos,

laminas).
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3.4.- MODELIZACION CINETICA OCULAR

Para la administracion subconjuntival, Lee y Robinson (2004) propusieron un
modelo cinético simple de paso directo de la sustancia desde el espacio periocular al
compartimento vitreo, con dos constantes de eliminacion independientes, una desde

el compartimento vitreo (K»y) y otra desde el propio espacio periocular (K;):

) ki
Espacio
periocular (;
ki
A 4
kao

Humor vitreo ) >

En el que K, representa la constante de transferencia o distribucion de la sustancia a
vitreo, Kyy representa la constante de eliminacion del farmaco desde el
compartimento vitreo y Kjo la constante de eliminacion desde el espacio periocular.
Segun este modelo, la biodisponibilidad vitrea de la sustancia (Fp,), es decir, la
fraccion de dosis administrada que alcanza el compartimento vitreo desde el espacio

periocular, vendra dada por la siguiente ecuacion:

_(k
Fup = ( /i Ky ¥ 100)
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Siendo los valores de biodisponibilidad vitrea resultantes demasiado bajos, como
consecuencia de la pérdida adicional de sustancia desde el lugar de la administracion
(Ki0), que reduciria la cantidad de firmaco disponible para alcanzar el vitreo (re,
2004(11))-

En consecuencia, existirian dos formas de incrementar la biodisponibilidad de
la sustancia administrada, bien aumentando la penetraciéon de la sustancia (K;;) o
bien reduciendo el aclaramiento de la sustancia del lugar de la inyeccion (Ko).

La pérdida de sustancia del lugar de la inyeccion (K;o) es un factor limitante
de la eficacia de la via transescleral en la liberacién de farmacos al segmento
posterior del ojo. Los mecanismos implicados en esta pérdida, como el reflujo
postinyeccion o el aclaramiento sanguineo y linfatico conjuntival, han sido
analizados por varios autores. Conrad y Robinson (1980) estudiaron el
comportamiento cinético de la pilocarpina tras su administracién subconjuntival,
llegando a la conclusion de que cuando inyectaban volumenes altos, por encima de
los 200 pL, se producia reflujo de la solucion a través de la zona de puncion, con la
consiguiente pérdida de dosis administrada (conrad, 19800 Kim y colaboradores
desarrollaron estudios de liberacion “in vivo” de Gd-DTPA a partir un implante
epiescleral, y mediante técnicas de RMN pudieron identificar la acumulacion gradual
de la sustancia en ganglios linfaticos de la cadena peribucal, lo que confirmaria el
papel determinante del drenaje linfatico conjuntival y orbitario en el aclaramiento de
sustancias administradas periocularmente (kim, 2004 Por su parte, Robinson y
colaboradores estudiaron las barreras oculares en la penetracion transescleral del
acetonido de triamcinolona tras su administracion subtenon, analizando el papel de la

circulacion sanguinea conjuntival, epiescleral y coroidea; deduciéndose de sus
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experiencias la importante contribucion de la circulacion conjuntival al lavado de la
sustancia del lugar de la administracion, al constatar niveles vitreos inferiores cuando

no se controlaba este factor robinson, 2006)-

Cuando una sustancia es administrada periocularmente en forma de solucion,
el tiempo de permanencia en el lugar de la inyeccion es muy corto y no se puede
esperar una liberacion sostenida de la misma (i 2004). Por esta razon, se han ensayado
distintos métodos dirigidos a reducir el aclaramiento de la sustancia del lugar de la
inyeccion, bien minimizando el reflujo de la formulaciéon a través de la zona de
puncion mediante la aplicacion de técnicas y volumenes de inyeccion apropiados
(Robinson, 2006) O bien incrementando el tiempo de contacto del farmaco con la
superficie escleral mediante la utilizacion de formulaciones en suspension o de
medios viscosos-semisolidos (Giberr, 2003y O bien minimizando el aclaramiento
sanguineo de la formulacion mediante la utilizacion de formulaciones a base de
micro- y/o nanoparticulas (kompella, 2003, Ayalasomayajula, 2004), d€ implantes oculares

(Yasukawa, 2004) O de bombas osmdticas.

El modelo farmacocinético inicial, propuesto por Lee y Robinson podria ser
utilizado para describir la cinética de sustancias administradas en solucion. Sin
embargo, cuando se trabaja con formulaciones retardantes que buscan una liberacion
sostenida del principio activo la situacion se hace mas compleja. En estos casos, solo
el farmaco disuelto y liberado desde la formulacion, podrd absorberse, y en
consecuencia, el modelo cinético anterior deberd incluir un nuevo compartimento, el

compartimento disolucion:
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Féarmaco en Krel Farmaco disuelto Kio
formulacion en en espacio )
. . L .
espacio periocular periocular (;
K, K
Kao

Humor vitreo )

En el que K, representa la constante de liberacion del tfarmaco desde la formulacion
que lo contiene y K, la constante de eliminacion de la formulacion del lugar de la
inyeccion. Considerando este modelo, la mayor biodisponibilidad del firmaco en
vitreo, es debida a una mayor retencion de la sustancia en el lugar de la
administracion y a una liberacion mas lenta de ésta desde su formulacion, siendo que

K, es menor que Kiei (Ranta, 2006)-
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1.- JUSTIFICACION

Durante décadas, el tratamiento del glaucoma ha estado dirigido al descenso
de la presion intraocular (PIO) mediante farmacos o cirugia, siendo las terapias
hipotensoras la tinica modalidad de tratamiento con evidencia clinicamente probada.
Sin embargo, aunque una reduccion de la PIO frena la progresion de la enfermedad
en la mayoria de los pacientes, hay un grupo, en el que el deterioro visual continlia
incluso a pesar de la reduccion significativa de la PIO o con cifras de PIO normales
(Levin, 2003)-

Se cree que la sobreactivacion de los receptores NMDA del glutamato es
responsable de la neurotoxicidad calcio-dependiente asociada a procesos de dafio
cerebral hipdxico-isquémico, traumatismo cerebral, epilepsia y a diversas
enfermedades de tipo neurodegenerativo, y en el caso del glaucoma, a la pérdida de
células ganglionares retinianas (CGRS) (nucci, 2005)- Por esta razon, se ha investigado el
potencial terapéutico de los antagonistas de los receptores tipo NMDA del glutamato,
en el tratamiento del glaucoma.

Pese a los alentadores resultados mostrados en condiciones experimentales
(modelos animales y/o cultivos celulares), por algunos agentes neuroprotectores, no
se dispone de ensayos clinicos en humanos que confirmen su eficacia en el glaucoma
(Danesh-Meyer, 2009), bien por sus efectos adversos o por la pérdida de eficacia de estas

sustancias cuando se prueban en condiciones reales de enfermedad (revin, 2008).-
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La aplicacion clinica de fArmacos neuroprotectores, como memantina, en el
tratamiento de enfermedades oculares neurodegenerativas como el glaucoma, se ha
visto condicionada, hasta el momento, por las altas concentraciones requeridas por
via sistémica, para que el farmaco alcanzase en cantidad suficiente el tejido diana, en
este caso, la capa de células ganglionares retinianas (CGRs), con el consiguiente
riesgo de aparicion de efectos secundarios sistémicos no deseados. Por ello, uno de
los principales retos de la oftalmologia en el tratamiento de las enfermedades del
segmento posterior, es el desarrollo de sistemas y formulaciones capaces de liberar el
farmaco en concentracion suficiente y de forma sostenida a la retina, con el objeto de
prolongar la permanencia del principio activo en el tejido diana. Para el disefio de
estos dispositivos, es fundamental conocer las propiedades fisico-quimicas y el
comportamiento cinético de la sustancia a nivel ocular, y ensayar vias de
administracion alternativas, que aprovechando las ventajas de la absorcion
transescleral, permitan superar las restricciones de permeabilidad de la cornea y de la
BHR-interna (endotelio de los capilares retinianos).

Memantina ha sido aprobada por la FDA para tratamiento sintomatico de
pacientes con enfermedad de Alzheimer moderada-severa, demencia vascular leve-
moderada y demencias de tipo mixto (reisberg, 2003); Y administrada por via sistémica,
ha mostrado capacidad especifica para frenar la pérdida de CGRs en modelos
animales de isquemia retiniana aguda (Lagreze, 1998), compresion mecéanica del NO
(WoldeMussie, 2002) Y €n modelos experimentales de hipertension ocular-glaucoma (mare,
2004 (IylI))-

Sobre la base de una posible eficacia terapéutica de memantina, un estudio

farmacocinético experimental es fundamental en la investigacion de nuevos usos
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terapéutiCos (pomenech-Berrozpe, 1997) Y como fase previa al desarrollo de cualquier ensayo
clinico, ya que a partir del mismo, se obtienen datos preliminares que ayudaran en el
disefio del estudio y en la definicion de las pautas de dosificacion, los tiempos y las

vias de administracion mas adecuados (revin, 2008)-

2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a lo anteriormente expuesto, pensamos que un mejor conocimiento y
evaluacion del comportamiento cinético de memantina a nivel ocular, son
fundamentales para poder ensayar su eficacia clinica como tratamiento
neuroprotector en el glaucoma y poder ayudar en el disefio y andlisis de nuevos
dispositivos y formulaciones que permitan su liberacién sostenida al segmento
posterior del ojo.

Para ello, hemos elegido la via periocular, concretamente la via subtenon
posterior (STP), como alternativa a la administracion intravitrea, del ojo, ya que
proporciona un espacio virtual donde “almacenar” el principio activo a modo de
depot, logrando una liberacion mas progresiva y con menor riesgo de complicaciones
oculares que las inyecciones intravitreas (raghava, 2004; Gaudana, 2009 Ademas, la
administracion subtenon, permite mantener el inéculo mas aislado del drenaje
sanguineo y linfatico orbitario que otras modalidades de inyeccién periocular,
posibilitando un aclaramiento mas lento de la sustancia del lugar de la administracion

(Ghate, 2007)-
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sido:

En base a lo anteriormente expuesto, los objetivos de nuestro trabajo han

Desarrollo, optimizacion y validacion de la metodologia analitica para la
determinacion de memantina en muestras biologicas de humor vitreo y
plasma.

Adaptacion de la metodologia de inyeccion periocular subtenon posterior
(STP) para la administracion de distintas formulaciones de memantina en
conejo.

Estudio de la farmacocinética ocular y biodisponibilidad vitrea de
memantina tras su administracion periocular-subtenon posterior en
conejo, comparando los resultados de ésta, con las vias intravitrea y
sistémica endovenosa.

Estudio comparativo de la cinética y biodisponibilidad vitrea de
memantina al modificar cualitativamente su formulacién mediante la
adicion de agentes viscosizantes teéricamente retardantes.

Disefio de un modelo cinético tedrico sobre el comportamiento ocular de
memantina tras su administracion periocular subtenon posterior, a partir
de los datos experimentales del estudio.

Estudio de la seguridad y tolerancia ocular de memantina tras su
administracion intravitrea en conejo.

Elaboracion y caracterizacion in vitro de una nueva formulacion de liberacion

sostenida de memantina, a partir de nanoparticulas de Gantrez AN®,
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8.  Estudio de la seguridad y tolerancia ocular de nanoparticulas blancas (no
cargadas con medicacion) de Gantrez AN® tras su administracion

periocular-subtenon e intravitrea en ojos de conejo.
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1.- MATERIAL

1.1.- MATERIAL BIOLOGICO

El estudio se ha realizado en conejos albinos de raza Neo-zelandesa, hembras
adultas, con pesos comprendidos entre los 2-3 Kg, a los que diversos controles
analiticos y clinicos permitieron asegurar su idoneidad para la inclusion en este
proyecto. Los animales fueron proporcionados por el Servicio de Apoyo a la

Experimentacion Animal (SAEA) de la Universidad de Zaragoza.

El cuidado y manipulacién de los animales se realizd de acuerdo con la
resolucion 86/609 de la ARVO (Association for Research in Vision and
Ophthalmology), sobre la regulacion del uso de animales de experimentacion. Todos
los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de la Universidad de
Zaragoza (P107/07).

Se utilizaron un total de 129 animales, de los cuales 123 fueron empleados en
el estudio farmacocinético y los otros 6 en el estudio de toxicidad ocular de
memantina.

Las experiencias y actividades de este proyecto se desarrollaron en las
instalaciones del Laboratorio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.
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1.2.- REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Hemos trabajado con memantina (1-amino-3,5-cloruro de dimetiladamantina)
en forma de clorhidrato, al 98.8%, subministrada por los laboratorios Sigma Aldrich
(St Louis, MO). Como estandar interno en el andlisis cromatografico se utilizo
rimantadina, también en su forma clorhidrato, al 97%, proporcionada también por los
laboratorios Sigma Aldrich (St Louis, MO).

Se utilizaron distintas formulaciones de memantina obtenidas a partir de la
disolucién de ésta en solucion salina de CINa al 0.9%, solucion de metilcelulosa al
0.5% (p/v) (Sigma Aldrich St Louis, MO, USA) y solucién de polivinilpirrolidona al
1% (p/v) (Sigma Aldrich St Louis, MO, USA); obteniendo concentraciones de
memantina de 15 mg/mL.

En la fase de extraccidon y cuantificacion de las muestras, se utilizaron los
siguientes reactivos: 9-fluoroenilmetil cloroformiato (FMOC-CI) como agente
derivatizante proporcionado por los laboratorios Sigma Aldrich (St Louis, MO,
USA), acetonitrilo calidad HPLC de los laboratorios Scharlau Chemie S.A.
(Barcelona, Espafia), metanol y otros solventes calidad HPLC, como 4acido acético
glacial, acido formico 99% y acido fosforico 99.99% (85 w/v) de los laboratorios
Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, Espafia) y N, gas-Alphagaz™ de los laboratorios
Air Liquide (Zaragoza, Espafia).

Las soluciones de almacenamiento de memantina y del estdndar interno
(rimantadina) se prepararon mediante disolucion de los compuestos en agua
purificada Mili-Q, hasta una concentracion de 100 pg/mL. De la misma manera se

obtuvieron las soluciones de trabajo, mediante dilucion de las soluciones madre,
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hasta alcanzar concentraciones entre los 0.2-20 pug/mL en el caso de memantina, y 1
pug/mL para rimantadina. Se prepar6é una solucion de FMOC-CI 90 mM, mediante
adicion de acetonitrilo, en condiciones de oscuridad, y una solucion de glicina 0.1M
en agua purificada. Todas las soluciones fueron almacenadas a -20° C hasta su
posterior utilizacion.

En las fases de administracion del farmaco y extraccion de muestras
biologicas, se utilizaron los siguientes farmacos: Ketamina (Imalgene 500%) de los
laboratorios Merial (Barcelona, Espafia) y Xilacina (Xilagesic® 2%) de los
laboratorios Calier SA (Barcelona, Espafa) para la sedacion-anestesia del animal,
colirio Colircusi Anestésico Doble® de tetracaina 0.1% y oxibuprocaina 0.4% de los
laboratorios Alcon Cusi SA (Barcelona, Espafia) para la anestesia topica en gotas,
colirio Colircusi Cicloplégico®™ de los laboratorios Alcon Cusi SA (Barcelona,
Espafia) como midriatico para el estudio fundoscopico, Pentobarbital sdédico
(Dolehtal®™) de los laboratorios Vetoquinol (Madrid, Espafia) para el sacrificio de los
animales, anticoagulante de Heparina de los laboratorios Analema (Vigo, Espafia)
para las muestras de sangre, y formaldehido al 10% como solucion de fijacion en la

preparacion de las muestras de tejido para el analisis histopatologico.

1.3.- MATERIAL DE LABORATORIO

1.3.1 — Material general
- Agitador magnético SBD A-06.
- Agitador vibrador de tubos Vibra Mix Ovan.

- Agitador de balanceo. Rotabit. JP SELECTA, SA.
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- Balanza analitica de precision. Modelo GMBH. Sartorius.
- Bafio termostatizado con agitacion. Modelo Unitronic-320. P-SELECTA, SA.
- Centrifuga refrigerada X-22R, Beckman Allegra.

- Centrifuga Centromix-II BL. P SELECTA, SA.

- Bomba de infusion. Modelo M312. Wilson.

- Bomba de vacio. Modelo ST-21-SD.

- Bombona de nitrogeno N45. Air Liquide.

- Estufa P Selecta.

- Frigorifico Eco Tropic. Edesa.

- Congelador —20°C. Whirpool

- Congelador —20°C. Zanussi.

- pH metro digital. Modelo HI 9021. Hana.

- Purificador de agua. Millipore Simplicity.

- Vortex-Genie 2 Digital. Scientific Industries, Inc.

1.3.2.- Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

- Columna Nova-Pak C-18, 4 um (3.9 x 150 mm).

- Precolumna Nova-Pak C-18, (3.9 x 20 mm ID, 4 pm tamaiio de particula).
- Columna Nova-Pak C-18, fase reversa (3.9 x 150 mm ID, 4 pm)

- Bombas de alta presion. Modelo 515. Waters Associates.

- Inyector automatico. Modelo 717. Waters Associates.

- Programador de gradientes. Waters Associates.

- Detector de fluorescencia de onda variable. Modelo 474. Waters Associates.
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- Equipo informatico de control del sistema cromatografico. Ordenador IBM
(Millennium Integration, System 2000) con software de integracion Em Power

Waters Associates (Milford, MA, USA).

1.3.3.- Material para la administracion del farmaco y toma de muestras
bioldgicas

- Microscopio quirtrgico. Zeiss”. West Germany.

- Sistemas de contencion de conejos Letica.

- Canulas Valu-Set 25G %. Becton Dickinson, SA (tipo mariposa).

- Céanulas Venofix 21G x 10-20mm. Braun.

- PTFE Radiopaque catheter 22G x Imm. NITRO.

- Agujas estériles desechables 20G 0.9x25mm, 21G 0.8x40mm, 25G
0.5x16mm, 30G 0.3x13mm.

- Jeringas estériles desechables de 2 mL, 5 mL y 10 mL. Becton Dickinson, SA.

- Jeringas estériles desechables de insulina 1 mL con aguja y jeringas de 1 mL
BD con aguja Microfine.

- Pipetas automaticas GILSON P5000 (1-5 pL), P10 (1-10 pL); P200 (200-
1000 pL); y Biohit Proline pipette (5-50 puL) y (50-200uL).

- Puntas de pipeta 200-1000 pL. Daslab®.

- Gradillas de almacenamiento de tubos de ensayo.

- Tubos Eppendorf. Daslab®.

- Tubos de ensayo de plastico de fondo redondo, 15 mL.

- Frascos lavadores PE, 50 mL y frascos-contenedores de orina, 125 mL.
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1.3.4.- Material para obtencion de muestras de estudio de toxicidad ocular

- Instrumental de microcirugia ocular. Moria®.

- Microscopio quirargico. Zeiss, West Germany.

- Oftalmoscopio indirecto binocular. Zeiss"”.

- Lente de 20D (Volk®, double aspheric AG081620).
- Tonémetro de rebote Tonovet, Tiolat-Oy®.

- Material fungible diverso.

2.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1.- ESTUDIO FARMACOCINETICO

2.1.1.- Administracién periocular-subtenon posterior

Para estudiar el comportamiento cinético de memantina tras la administracion
periocular STP, se utilizaron 54 animales, distribuidos en tres grupos de 18
individuos, uno para cada una de las formulaciones ensayadas (salina, metilcelulosa
0.5% y polivinilpirrolidona 1%). Se obtuvieron muestras de humor vitreo a los 10,
60, 120, 240, 480 y 1440 minutos postadministracion del ojo administrado y del ojo
contralateral. Asi mismo, se obtuvieron muestras de plasma a los 5, 10, 60, 120, 240,
360 y 480 minutos postadministracion. Todas las experiencias se realizaron por
triplicado.

La técnica utilizada para la administracion en el espacio subtenon posterior

(STP) fue la descrita por Pradeep-Venkatesh para la inyeccion de corticoides, en la
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que utilizando un catéter intravenoso flexible de politetrafluoroetileno (PTFE), se
consigue el correcto emplazamiento del farmaco en dicho espacio virtual (venkatesh,
2002)-

La administracion se realizdo en todo los casos bajo sedacidon-anestesia del
animal, mediante inyeccion intramuscular de 10-20 mg/Kg de ketamina
(Imalgene500) y 2 mg/Kg de xilacina al 2% (Xilagesic®), y anestesia topica en
gotas, mediante instilacion de colirio Colircusi Anestésico Doble® (tetracaina 0,1% y
oxibuprocaina 0,4%. Alcon Cusi S.A. Barcelona). Con ayuda de un blefarostato, para
conseguir la adecuada exposicion del 0jo, y bajo control microscépico, se procedié a
realizar la inyeccion. Con ayuda de una pinza levantamos un pellizco de conjuntiva,
aproximadamente a 3 mm del limbo esclero-corneal, lateralmente al musculo recto
superior, y penetrando por el cuadrante temporal-superior en el espacio subtenon,
introducimos un catéter de PTFE de 23Gs, deslizandolo unos milimetros dentro del
espacio subtenon. Después, avanzamos el catéter unos 3-5 mm al tiempo que se retira
lentamente la guia hacia atras, y finalmente deslizamos el catéter, con un suave
movimiento de rotacidén, unos 12-15 mm superando el ecuador del globo ocular;
siempre con cuidado de no presionar con fuerza la canula para evitar que ésta pueda
doblarse.

La dosis de memantina administrada por esta via fue de 4.5mg/animal (en
dosis tUnica), en un volumen de 0.3 mL de la correspondiente formulaciéon de
memantina 15 mg/mL. Dicho volumen habia sido fijado en pruebas preliminares
como el volumen méximo capaz de ser emplazado en el espacio subtenon posterior

sin problemas de reflujo tras la inyeccion.
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2.1.2.- Administracién intravitrea

Para estudiar el comportamiento cinético tras la administracion intravitrea se
utilizaron 45 animales, distribuidos en tres grupos de 15 animales, correspondientes a
cada una de las formulaciones. Se tomaron muestras de humor vitreo del ojo
administrado a los 120, 240, 480, 1440 y 2880 minutos y muestras de sangre a los 5,

10, 60, 120, 240, 360 y 480 minutos postadministracion.

La administracion intravitrea se realizd también bajo sedacion-anestesia
(ketamina + xilacina) del animal y cobertura anestésica topica en gotas. Previa a la
inyeccion se realizd una paracentesis con aguja de 30Gs, para la evacuacion de
humor acuoso de la camara anterior del ojo, con el objeto de evitar problemas de
reflujo por hiperpresion. La inyeccidn intravitrea se realizé con aguja de 30Gs en el
cuadrante temporal-superior, a 2.5-3 mm del limbo esclero-corneal segtn la técnica
descrita por Barza en sus experiencias (garza, 1993)-

La dosis de memantina administrada por esta via fue de 1.5 mg/animal (en
dosis Unica) en un volumen de 0.1 mL de la correspondiente formulacion de
memantina 15 mg/mL. Volumen establecido a partir de pruebas preliminares, como

el maximo volumen inyectable en cavidad vitrea sin problemas de reflujo.

2.1.3.- Administracion endovenosa

2.1.3.1.- Dosis unica

Para el estudio cinético de memantina tras la administracion sistémica por via

endovenosa, en dosis unica, se utilizaron 21 animales. Se administraron 0.3 mL de
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una solucion de memantina de 15 mg/mL (equivalentes a la administracion de 4.5
mg/animal) a cada animal a través de la vena marginal de la oreja del conejo.

La toma de muestras de humor vitreo se realizé a los 5, 15, 30, 60, 120, 360
y 480 minutos postadministracion y las muestras de sangre se obtuvieron a los 5, 15,
30, 60 y 120 minutos, mediante canulacion de la vena mediana de la oreja contraria a

la de la administracion.

2.1.3.2.- Infusién endovenosa

Se utilizaron 3 animales, a los que se administrd una solucién de memantina
por via endovenosa en infusion, a través de la vena marginal de la oreja, usando una
bomba de infusién convenientemente calibrada, para alcanzar niveles plasméaticos en
equilibrio estacionario. En pruebas preliminares, habiamos calculado que el tiempo
necesario para lograr dicho equilibrio estacionario era de 200 minutos. Se utilizaron
dos disoluciones de memantina, a distintas concentraciones: la primera como
disolucion de choque (150 ng/mL) administrada durante los primeros 30 minutos de
la infusion y la segunda, como disolucion de mantenimiento (75 ng/mL)
administrada hasta los 200 minutos de la experiencia. Las velocidades de infusion
(Vine) fueron de 0.4 mL/minuto para los primeros 30 minutos y de 0.2 mL/minuto
para el Gltimo tramo de la experiencia. Dichas velocidades de infusion se obtuvieron
a partir de la siguiente ecuacion:

Viry‘z Css X CL
Donde Css representa la concentracion de memantina que nos interesaba alcanzar en

plasma en la fase de equilibrio estacionario y C; el aclaramiento plasmatico de
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memantina, cuyo valor se obtuvo a partir de los resultados de la experiencia previa
de administracion endovenosa en dosis unica.

Las muestras de sangre se obtuvieron a los tiempos de 5, 10, 20, 30, 60, 90,
120, 150 y 200 minutos, desde el inicio de la experiencia. A los 200 minutos,
alcanzado el equilibrio estacionario de memantina en plasma, se obtuvieron también

muestras de humor vitreo de los dos ojos del animal.

2.1.4.- Obtencidon de muestras

2.1.4.1.- Muestras de humor vitreo

Tras la administracion, los animales fueron sacrificados de acuerdo con los
puntos cinéticos establecidos para la obtencion de las curvas concentracion/tiempo,
mediante inyeccion intravenosa de pentobarbital sodico al 20% (30 mg/Kg de peso)
en la vena marginal de la oreja del conejo. Tras la muerte del animal, se procedio a la
enucleacion de ambos ojos y a su conservacion en frio a -20° C para la posterior
obtencioén del vitreo.

La toma de muestras de humor vitreo (1 mL) se hizo con los ojos congelados,
realizando una seccion transversal del globo ocular, justo por delante de la linea del
ecuador, con hoja de bisturi del 11, desechando el cristalino y la cornea. Con ayuda
de pinzas se separ6 el molde vitreo del casquete escleral con cuidado de no dejar
restos de coriorretina adheridos. El molde vitreo obtenido es después fraccionado en
dos mitades e incluido en tubos Eppendorf debidamente rotulados, almacenandose a
-20° C hasta su posterior procesamiento analitico. El periodo de almacenamiento de

las muestras no supero los 30 dias en ninguno de los casos.
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2.1.4.2.- Muestras de plasma

Se obtuvieron en todos los casos muestras de sangre de 2 mL, mediante
canulacion de la arteria mediana de la oreja del animal con catéter intravenoso tipo
mariposa de 25Gs, a los tiempos cinéticos establecidos para cada experiencia. En el
caso de la infusidon endovenosa, las muestras se obtuvieron mediante canulacion de la
arteria mediana de la oreja contraria a la de la administracion.

Las muestras de sangre recogidas en tubos con anticoagulante de heparina, se
centrifugaron a 3700 rpm durante 4 minutos, para la obtencion del plasma
sobrenadante mediante pipeteado. Las muestras de plasma obtenidas fueron
almacenadas en tubos Eppendorf previamente rotulados, a -20° C, hasta el momento
de su analisis. El periodo de almacenamiento de las muestras no super6 los 30 dias en

ninguno de los casos.

2.1.5.- Metodologia analitica

La metodologia analitica desarrollada para la determinaciéon de memantina en
plasma y humor vitreo, se bas6 en la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con deteccion por fluorescencia, derivatizacion pre-columna con
FMOC-CI como agente derivatizante, descrito previamente por Hare y colaboradores
para la cuantificacion de memantina en plasma y humor vitreo de monos (gare, 2004);
extraccion liquido-liquido del analito y utilizacion de rimantadina como estandar
interno.

Se optimizaron los parametros de la reacciones de derivatizacion y

extraccion, asi como los diferentes parametros cromatograficos, validandose el
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método analitico para su aplicacion en la determinacion de memantina en muestras
biologicas de humor vitreo y plasma, y posterior utilizacion en el estudio de
biodisponibilidad de memantina, tal y como se recoge en el apartado correspondiente

del Anexo I (puente B, 2011)-

2.1.5.1.- Técnica v metodologia de extraccion

Todas las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente, protegidas
de la incidencia de la luz solar, y homogeneizadas mediante adicion de 200 pL de
PBS y posterior agitacion.

La reaccion de derivatizacion tuvo lugar a 30°C, mediante la adicion a las
muestras de una solucion de FMOC-Cl 1.5 mM y una mezcla de tampon
borato/acetonitrilo 1:1, llevando la reaccion a pH de 8.5 mediante la adicion de
tampon borato 0.1 M. La reaccion se detuvo a los 20 minutos mediante la adicion de
solucion de glicina 5 mM.

Tras la reaccion de derivatizacion, las muestras fueron preparadas para el
analisis cromatografico, por un procedimiento de extraccion liquido-liquido con n-
hexano, adicion de rimantadina como estandar interno y llevadas a sequedad. Los
residuos obtenidos fueron reconstituidos en fase mévil de acetonitrilo/agua 73:27

v/v y analizados por duplicado.

2.1.5.2.- Preparacidn de la fase movil

Se utilizo una fase movil de acetonitrilo: agua (73:27 v/v) con una velocidad

de flujo de 1.2 mL/minuto, tanto para las muestras de plasma como de humor vitreo.
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2.1.5.3.- Condiciones cromatograficas

La columna utilizada para la deteccion y cuantificacion de memantina fue la
columna Nova-Pak C-18 fase reversa (3.9 x 150 mm ID, 4 um). Las longitudes de
onda seleccionadas fueron de 260 nm y 315 nm, como longitudes de onda de
excitacion (Aex) y emision (Aem) del compuesto respectivamente, con un flujo de la
fase movil a 1.2 mL/minuto, y un volumen de muestra inyectada de 20 pL, a

temperatura ambiente de 24° C.

2.1.5.4.- Validacién del método analitico

2.1.5.4.a.- Rectas de calibracion

Las rectas de calibracién se construyeron a partir de muestras afiadidas de
plasma y humor vitreo (blancos de plasma y humor vitreo a los que se adicionaron
distintos volimenes de las soluciones de trabajo de memantina). La cuantificacion de
memantina se realizé usando la relacion del cociente entre las alturas de los picos del
cromatograma del analito (memantina) y del estandar interno (rimantadina). A partir
de dicha de relacion, por el método de minimos cuadrados, se obtuvieron las rectas
de calibracion. Se utilizaron siete puntos, en un intervalo de concentraciones de
memantina de 10-1000 pg/mL.

Las rectas de calibracion obtenidas estuvieron definidas por tres parametros:

el coeficiente de regresion, la pendiente de la recta y la ordenada en el origen.
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2.1.5.4.b.- Linealidad

Para el estudio de linealidad se utilizaron muestras afnadidas de memantina y
rimantadina, siendo el intervalo de concentraciones estudiado de 10-1000 pg/mL
para memantina.

Las soluciones se prepararon cada dia por sextuplicado, y cada solucion se
inyectaba por duplicado, determinandose el area bajo la curva cromatografica media
y su desviacion estandar, para cada concentracion. Los resultados se procesaron
mediante regresion lineal obteniéndose la ecuacion que define la relacion entre las

distintas concentraciones ensayadas y la respuesta observada.

2.1.5.4.c.- Precision y exactitud

La precision hace referencia a la proximidad entra las diferentes medidas
estimadas para una misma concentracion problema, y viene definida por el
coeficiente de variacion de las medidas:

Precision (%)= (DE/media) x100
Donde DE es la desviacion estandar de las mediciones.

Se determind la precision de cada mediciéon dentro del mismo dia
(repetibilidad) y en distintos dias de estudio (reproducibilidad), considerando que
para cada nivel de concentracion la variabilidad de valores estimados no debia ser
superior al 15%, excepto para el limite de cuantificacion en que podia ser de hasta el
20%.

La exactitud hace referencia a la proximidad de los resultados obtenidos por
el método respecto al verdadero valor o concentracion teorica:

Exactitud (%)= (concentracion cxperimental/CONCENtracion iesricq) x 100
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Y cuyo valor debe encontrarse entre el 80-120%.
Los coeficientes de variacion —intradia e interdia- se calcularon para cinco
concentraciones distintas (10, 50, 125, 500, 1000 ng/mL) que fueron analizadas por

triplicado (intradia) en tres dias distintos (interdia).

2.1.5.4.d.- Reproducibilidad

La reproducibilidad del método analitico se determiné a partir del calculo de
los coeficientes de variacion intra- e interdia, utilizando los valores de area bajo la
curva cromatografica de cuatro soluciones acuosas de memantina de distinta

concentracion (soluciones de trabajo de memantina).

2.1.5.4.e.- Limite de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) indica la minima concentracién del firmaco
analizado que puede ser detectada con el método utilizado; y fue calculado como la
concentracion mas baja capaz de producir un ratio de alturas pico sefal/ruido (S/N)
igual a 3.

El limite de cuantificacion (LQ) hace referencia a la sensibilidad del método
y corresponde a la concentracion mas baja del analito que puede cuantificarse
empleando dicho método, de manera reproducible, con una variabilidad menor del

20% y una exactitud del 80-120%.

2.1.5.4.f.- Robustez

La robustez de un método analitico hace referencia a la capacidad para que
las mediciones no se vean alteradas por pequefias variaciones en alguno de los

parametros o condiciones cromatograficas.
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El estudio de robustez se realizdo comparando la desviacion estandar (DE) de
las distintas mediciones, obtenidas al introducir modificaciones en las condiciones
cromatograficas, como por ejemplo, en el tiempo de almacenamiento de las
soluciones, en el tiempo de centrifugacion, en la velocidad de flujo de la fase mévil o
en la proporcion de acetonitrilo; utilizando ocho soluciones acuosas de memantina

(500 ng/mL).

2.1.6.- Ajuste de datos y tratamiento cinético

Los datos experimentales de concentracion de memantina fueron ajustados
mediante un programa de regresion no lineal al modelo cinético compartimental mas
simple (monocompartimental o bicompartimental) dentro de los predeterminados en
la libreria del programa Phoenix WinNonlin® version 6.1 (Pharsight Corporation,
Mountain View, CA), que mejor describiese el comportamiento de la sustancia tras
su administracion por cada una de las vias. El mejor ajuste farmacocinético fue
seleccionado en funcidn del aspecto visual de las curvas y segln criterios estadisticos
de bondad del ajuste, como el coeficiente de correlacion (r), tomando como mejor
ajuste aquel que arrojase el valor del coeficiente de correlacion mas proximo a la
unidad.

Se procesaron y ajustaron de forma individual los datos experimentales de
cada animal (trabajando con triplicados para cada tiempo cinético n= 3), y
posteriormente se calcularon la media y la desviacion estandar (DE) de los valores de
los pardmetros farmacocinéticos estimados por el programa para cada una de las

tripletas de ensayo.
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Los datos de concentracion obtenidos de las experiencias, se utilizaron para
desarrollar un modelo farmacocinético vitreo teérico, que permitiese describir la

disposicion de memantina tras su administracion periocular-subtenon.

2.1.7.- Biodisponibilidad

El célculo de la biodisponibilidad absoluta tras la administracion subtenon (F)

se realiz6 segun la siguiente ecuacion:

F=AUCy.x Cl/D

El célculo de la biodisponibilidad vitrea relativa de las vias subtenon (Flin:)
y endovenosa (F..in) respecto a la via intravitrea, se realizd usando las siguientes
ecuaciones:
Fstp/int= A UCO—OO stp X Dint/A UCO—OO int X Dstp

Fenv/inl =4 UCO—OO env X Dint /A UCO—OO int X Denv

Donde AUC). sip Yy AUCp- env representan el area bajo la curva de niveles en vitreo
desde el tiempo O hasta infinito (), para la via subtenon y endovenosa
respectivamente, D, es la dosis administrada por via intravitrea, AUCy. ;5 €S el area
bajo la curva de niveles en vitreo desde el tiempo 0O hasta infinito () para la via
intravitrea; y Dy, Y Deny €quivalen a la dosis de memantina administrada por via
subtenon y endovenosa respectivamente, y que en esta experiencia fueron

equivalentes.
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Asi mismo, se calculd la biodisponibilidad vitrea relativa de memantina para
la administracion periocular subtenon respecto a la administracion sistémica

endovenosa, en funcion de la ecuacion (ayalasomayajula, 2004):

thp/env: A UC()—oo Stp /4 UC()—oo env

Finalmente el calculo de la biodisponibilidad vitrea de memantina respecto a

los niveles plasmaticos se realiz6 utilizando la siguiente ecuacion (ayalasomayajula, 2004):

F Hv/PI— A UCO—OO Hv—env/ A UCO—OO Pl-env

Donde AUC). giy-eny corresponde al area bajo la curva de niveles vitreos desde el
tiempo 0 hasta infinito (o) tras la administraciéon endovenosa en dosis tnica 'y 4UC).

» Plenv €S €l area bajo la curva de niveles plasmaticos para esta misma via.

2.1.8.- Caracteristicas cinéticas globales de la administracion periocular

subtenon

2.1.8.1.- Absorcion subtenon

La proporcion de farmaco administrado que es absorbido localmente, es decir
que alcanza directamente el compartimento vitreo, ya sea por difusion transescleral,
penetracion a través de pars plana o difusion a partir del humor acuoso, fue calculado

aplicando la siguiente ecuacion (ayalasomayajula, 2004):

% absorcion-local = (AUCp. (tv-ipsiy — AUCo-0 (tiv-contra)) X 100/ AUC -0 (t1y-ipsiy
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Siendo AUC.« v-ipsiy €l area bajo la curva de niveles vitreos en el ojo administrado y
AUC tiv-contra) €l érea bajo la curva de niveles vitreos del ojo contralateral, tras la

administracion subtenon posterior.

2.1.8.2.- Pérdida de sustancia del lugar de la administracion

Esta experiencia se disefi¢ siguiendo el modelo establecido por Ghate (2007)
y Carcaboso (2007). En ella se utilizaron 4 animales, previamente sacrificados
mediante inyeccion intravenosa de pentobarbital sodico, a los que se administrd una
dosis de 4.5 mg/animal de memantina, en formulacién salina (15 mg/mL) por via
subtenon. Se obtuvieron muestras de humor vitreo a los 60 y 120 minutos
postadministracion y los niveles vitreos obtenidos se compararon con los alcanzados

a los mismos tiempos cinéticos en animales vivos.

2.1.8.3.- Modelo cinético ocular

Usando los datos cinéticos vitreos y plasmaticos obtenidos en los distintos
apartados de este trabajo, disefiamos un modelo compartimental para describir el

comportamiento cinético periocular global de memantina.

2.2.- ESTUDIO DE TOLERANCIA OCULAR DE MEMANTINA

El estudio de tolerancia tuvo como objetivo evaluar la seguridad y toxicidad

ocular de memantina administrada en inyeccion intravitrea.
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2.2.1.- Administracién del farmaco

Para el estudio de toxicidad ocular de memantina se utilizaron 6 animales,
distribuidos en dos grupos de analisis. Un primer grupo, en el que se incluyeron 2
animales, cuyos ojos fueron analizados a las 24 horas de la inyeccion, y un segundo
grupo de 3 animales, cuyos ojos se analizaron 7 dias después de la administracion.
Como control utilizamos 1 animal cuyos ojos fueron examinados clinicamente a

ambos tiempos y procesados histologicamente una vez transcurridos los 7 dias.

Se administraron por via intravitrea 0.1 mL de una soluciéon de memantina
Smg/ml, lo que equivaldria a testar la toxicidad de 0.5 mg/animal de memantina,
segin la técnica descrita anteriormente para el estudio farmacocinético, bajo
sedacion-anestesia del animal y aplicacion de anestésico tdpico en gotas,
administrando idéntica dosis a los dos ojos de cada conejo. Se utilizaron como
controles 2 ojos, a los que se administrd el mismo volumen (0.1 mL) de una
solucion salina al 0.9% sin principio activo.

Previa a la inyeccion, y con el animal todavia despierto, se realiz6 medida de
la presion intraocular (PIO) basal y evaluacion macroscopica del ojo, para asegurar la
viabilidad de los mismos y la ausencia de malformaciones preexistentes. Todos
aquellos ojos que presentaron opacidad de medios o lesiones retinianas fueron

excluidos del estudio.
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2.2.2.- Evaluacion clinica

En todos los ojos se realizd6 medida de la presion intraocular (PIO) en
condiciones basales y a los tiempos de seguimiento (24 horas y 7 dias
postadministracién) con el tonémetro de rebote Tonovet”, que realiza 6 mediciones
consecutivas y proporciona el valor promedio de éstas, sin necesidad de anestesia

topica y con el animal despierto.

Se someti6 a todos los ojos a una inspeccidn macroscopica, antes del
sacrificio, que incluy6 biomicroscopia (BMC) del segmento anterior y oftalmoscopia
indirecta. En la biomicroscopia del segmento anterior se analizaron los siguientes
parametros: grado de hiperemia y quemosis conjuntival, grado de ingurgitacion de
los vasos iridianos, y presencia de catarata, especificando el tipo de catarata (nuclear,
cortical, subcapsular posterior), la extension (focal, difusa) y la densidad de la
misma. La densidad de la catarata se codifico de 0-3, de la siguiente manera: 0=
cristalino transparente, 1= leve opacidad del cristalino que permite visualizar con
claridad los detalles del fondo de ojo, 2= opacidad cristaliniana moderada con
oscurecimiento de la vision de los detalles retinianos, y 3= opacidad total del
cristalino que impide la visualizacion de los detalles del fondo de ojo. El examen del
fondo de ojo mediante oftalmoscopia indirecta, tras la instilaciéon de una gota de
colirio midriatico (Colircusi Cicloplégico®), incluyé la evaluacion de la claridad
vitrea, codificada de 0-4 segun la escala Vitreous Clarity Score (cheng, 1999) (que toma
como referencia la escala de Nussenblatt de graduacion de la turbidez vitrea en las
uveitis posteriores en humanos), estableciendo: 0= vitreo claro; 1= turbidez vitrea

que produce leve oscurecimiento de los detalles retinianos, 2= turbidez vitrea
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moderada que permite visualizacién de pequefios vasos retinianos, 3= turbidez vitrea
importante que sélo permite la visualizacion de grandes vasos retinianos del polo
posterior, 4= importante turbidez vitrea con intuicion de la papila Optica. Se
analizaron también la presencia de hemorragia vitrea, desprendimientos de retina,
hemorragias retinianas, focos de infiltracion retiniana, edema de papila y/o signos de

fibrosis retiniana.

2.2.3.- Examen histologico

Tras el estudio macroscopico, los animales fueron sacrificados mediante
inyeccion intravenosa de pentobarbital sodico 20% (30 mg/Kg) en la vena mediana
Se enuclearon los dos ojos de cada animal, habiendo marcado previamente con un
punto escleral de seda 6/0, el meridiano de las XII-VIh. Una vez libres de tejidos
perioculares (musculo, conjuntiva y cépsula de Tenon) y tras su lavado en suero
fisiologico, los ojos se incluyeron individualmente en solucion de formaldehido al
10%, realizando previamente una inyeccion intraocular de 0.1 mL de la solucion de
fijacion. Los especimenes fueron enviados al laboratorio de Histologia y Anatomia
Patologica de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza para su procesamiento y

posterior analisis microscopico.

El estudio histopatoldégico mediante microscopia Optica y tincion basica con
hematoxilina-eosina (H-E), incluy6 el analisis de la arquitectura y proporciones de
las distintas estructuras del globo ocular, asi como la evaluacion de la presencia de

fenomenos displasicos e inflamatorios, especificando tipos e intensidad de los
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mismos, la valoracion y cuantificacion de fendmenos degenerativos o necréticos, y la
presencia de crecimientos celulares andmalos como atrofias o hiperplasias.
Finalmente se realiz6 un andlisis comparativo “de visu” de los espesores de las
distintas capas celulares de la retina entre los ojos administrados y los ojos control,
incluyendo el espesor global de la retina neurosensorial (medida desde la capa de los
fotorreceptores a la capa de fibras nerviosas de la retina), y especificamente los
espesores de la capa de células ganglionares de la retina (CGR), de la capa nuclear

externa (CNE) y de la capa nuclear interna (CNI).

2.3.- NUEVA FORMULACION OFTALMICA

Los materiales y metodologia utilizados para la elaboracion de las
nanoparticulas de Gantrez AN®, asi como para su caracterizacion y estudios de
rendimiento de encapsulacion y liberacion in vitro, se muestran en apartado
correspondiente del Anexo II.

Asi mismo, en el anexo II se describe la metodologia seguida en el estudio de
tolerancia ocular de las nanoparticulas, y se especifica el nimero de animales
destinados a esta parte del estudio, y que no han sido incluidos en el computo total,

referenciado en parrafos anteriores.

2.4.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los datos experimentales de concentracion y los valores de los parametros

farmacocinéticos obtenidos fueron expresados como media y desviacion estandar
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(DE). El analisis estadistico de los resultados se realizo con los programas SPSS 18.0
para Windows, a partir de la importacion de los mismos desde una base de datos

creada en Excel 2007.

Se verificd si las variables seguian una distribucion normal mediante la
aplicacion de los tests de Kolmogorov-Smirnov y Saphiro-Wilk.

Para la comparacion de medias de los parametros farmacocinéticos entre los
grupos se utilizé el test de ANOVA de andlisis de la varianza, aplicando un
procedimiento de comparaciones multiples post hoc, con todos los pares de
combinaciones posibles, basado en el test de Scheffé o en el test de Dunnett, en
funcién de si las varianzas (evaluadas mediante el test de Levene) entre los grupos
eran 0 no homogéneas. En el caso de los tiempos de vida media de eliminacion (Ty»-
a) Yy de absorcion (Tip.ap), puesto que dichos pardmetros no siguieron una
distribucion normal, se aplicd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para la
comparacion de las medias.

Parametros farmacocinéticos como el volumen de distribucion (V4) o el
aclaramiento (Cp) (vitreo y plasmatico) fueron normalizados (Pk sp n Y Pk ini n)
respecto a la dosis para poder hacer comparaciones entre la via subtenon y la
intravitrea, ya que como se ha mencionado, la dosis de memantina administrada por
cada una de ellas fue distinta.

Normalizacion de los parametros cinéticos resultantes de la administracion
subtenon (stp):

Pk stp n = Pk stp X Dint/Dstp
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Normalizacion de los parametros cinéticos resultantes de la administracion
intravitrea (int):

Pk int n — Pk int X Dstp/Dint

Un nivel de significacion p< 0.05 ha sido considerado como estadisticamente

significativo para todos los analisis.
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1.- METODOLOGIA ANALITICA

Todos los datos sobre la metodologia analitica empleada para la
determinacion de memantina en plasma y humor vitreo se recogen en el articulo que
figura como Anexo I, y que significd la puesta a punto del método analitico,

imprescindible como paso previo al desarrollo del estudio farmacocinético.

La base de la analitica fue la aplicacion de la técnica de cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) con reaccion de derivatizacion precolumna con FMOC-CL y
utilizacion de rimantadina como estandar interno. Se optimizaron la reaccion de
derivatizacion y las condiciones de extraccion, y se valido el método analitico en
términos de selectividad, linealidad, reproducibilidad, precision, exactitud, robustez y
estabilidad; para su posterior utilizacion en la determinaciéon de memantina en

muestras de humor vitreo y plasma.

Brevemente, los resultados que se presentan, muestran que las condiciones
optimas de derivatizacion con FMOC-CI (fluoroenilmetil cloroformiato) fueron: una
concentracion de FMOC-CI de 1.5 mM, un tiempo de reaccion de 20 minutos a 30° C
de temperatura, llevando la reaccion a un pH de 8.5 mediante la adicion de tampdn

borato.
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Una vez realizada la reaccion de derivatizacion, en las condiciones antes
resenadas, las muestras de plasma y humor vitreo fueron extraidas usando n-hexano,
evaporadas a sequedad y reconstituidas en acetonitrilo. Las condiciones
cromatograficas fueron: columna Novapack C18, fase movil acetonitrilo/agua 73:27
(v/v) aun flujo de 1.2 mL/minuto, y deteccion por fluorescencia (A, =260 nm y A,
=315 nm) usando rimantadina como estindar interno, siendo los tiempos de
retencion 10.5 y 12 minutos para memantina y rimantadina, respectivamente. El

tiempo total de andlisis no excedié en ninglin caso los 15 minutos.

Las rectas de calibracion se obtuvieron mediante andlisis de regresion lineal
por el método de minimos cuadrados de los valores del cociente entre la altura-pico
del cromatograma para memantina y la altura-pico del cromatograma de rimantadina,
para un rango de concentraciones de memantina comprendido entre 10-1000 ng/mL,

dando lugar a las siguientes ecuaciones:

y=0.0272 x — 0.3475 (r* = 0.9971); para humor vitreo

y=0.0198 x — 0.0087 (r* = 0.9987); para plasma

La relacion entre las distintas concentraciones de memantina y el cociente de
alturas-pico memantina/rimantadina en el cromatograma, result6 lineal en el
intervalo de concentraciones ensayadas (10-1000 ng/mL).

Los resultados del estudio de precision y exactitud del método analitico a las
diferentes concentraciones ensayadas (10-1000 ng/mL) pueden observarse en la tabla

IT del Anexo I, destacando que los coeficientes de variacion intra- e interensayo no
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superaron el 10% en ninguno de los casos (plasma y/o humor vitreo), y que la
exactitud del método se encontr6 entre el 94-105.5%.

El limite de deteccidon (LD) fue determinado como la concentracion mas baja
de memantina capaz de producir una ratio senal/ruido de 3 (S/N= 3), resultando un
LD para memantina de 3 ng/mL.

El limite de cuantificacion (LQ) del método analitico (S/N= 10) calculado
para memantina, en plasma y humor vitreo, fue de 10 ng/mL.

Los resultados del estudio de robustez del método analitico se recogen en la
tabla III del Anexo I, en la que se muestra como modificaciones menores en las
condiciones cromatograficas no indujeron variaciones significativas en los resultados
de las mediciones, si tenemos en cuenta que la desviacion estandar obtenida para las
distintas condiciones probadas (10.87) fue inferior a la propia variabilidad inducida
por el método analitico (12.5 en el caso de humor vitreo y 33.9 en el caso de plasma)

(tabla IT del Anexo I); resultando por tanto un método suficientemente robusto.

2.- FARMACOCINETICA PERIOCULAR

2.1.- CINETICA VITREA

2.1.1.- Ojos Administrados

Las figuras 13, 14 y 15 muestran la evolucion de las concentraciones de
memantina en humor vitreo para cada una de las formulaciones ensayadas, solucién

salina (Ss), metilcelulosa 5% (Mc) y polivinilpirrolidona 1% (Pvp), tras la
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administracion de una dosis de memantina de 4.5 mg/animal, por via periocular-
subtenon posterior (STP).

Las tablas 3, 4 y 5 muestran el valor de los parametros farmacocinéticos
obtenidos tras el ajuste de los datos experimentales a un modelo
monocompartimental con absorcion, para cada una de las formulaciones, expresados

como media y desviacion estandar (DE).

En el analisis de los niveles vitreos tras la administracion subtenon, vemos
como en el caso de la formulacién Ss, los niveles de memantina en humor vitreo del
0jo administrado, a los 480 minutos, se encontraron por debajo del limite de
cuantificacion del método analitico, no detectando niveles a los 1440 minutos
postinyeccion. Para la formulacion Mc tampoco se detectaron niveles de memantina
en vitreo a los 1440 minutos, siendo la concentracion media alcanzada a los 480
minutos baja, del orden de los 14 ng/mL. So6lo en el caso de la formulacién Pvp se
obtuvieron niveles de memantina en vitreo a los 1440 minutos del analisis,

situdndose éstos entorno a los 20 ng/mL.

Se muestra una cinética vitrea tras la administracion subtenon centrada en un
modelo monocompartimental con absorcion, siendo el proceso de absorcion muy
rapido para las tres formulaciones. El tiempo de vida media de absorcion (Ty,,,) de
memantina desde el espacio subtenon a vitreo no super6 los 2 minutos en ninguno de
los casos (1.1, 1.2 y 0.9 minutos, para la formulacion Ss, Mc y Pvp,
respectivamente). Las concentraciones maximas (Cp.x) de memantina alcanzadas en

vitreo se situaron entre los 35-38 pg/mL, siendo el tiempo requerido para su
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consecucion (Tyax) inferior a los 5 minutos, para las tres formulaciones. Los
parametros medios de eliminacion también mostraron una rapida eliminacion vitrea
de memantina tras la administraciéon subtenon, con tiempos de vida media de
eliminacion (Ty,) inferiores a los 15 minutos en los tres casos. Las cifras de
aclaramiento vitreo de memantina (Cp) fueron inferiores a los 10 mL/minuto, y los
valores medios de las areas bajo la curva de niveles vitreos (AUC.,) estuvieron
proximos a los 1000 pg*min/mL para las tres formulaciones, con volumenes de

distribucion (V) entorno a los 100 mL.

La comparacion estadistica de los parametros farmacocinéticos vitreos, entre
las tres formulaciones tras la administracion subtenon, no mostrd diferencias
significativas para ninguno de ellos, destacando el hecho de no encontrar
significacion estadistica entre las formulaciones para los parametros cinéticos de

absorcion y de eliminacion, respectivamente.
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Figura 13: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Ss. (A) Concentraciones
observadas (n=3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos

Formulaciéon Ss

Parametro Unidades 1 2 3 Media DE
Vy4 mL 106.05 94.91 100.25 100.40 5.6
Kab 1/min 0.82 0.82 0.43 0.69 0.2
Kel 1/min 0.0535  0.0651 0.0647 0.0611 0.007
AUC,... min*ug/mL 79278 72859  693.90 738.42 50.2
Tyan min 0.85 0.84 1.62 1.10 0.4
Tiel min 12.95 10.65 10.72 11.44 1.3
Comax ug/mL 35.06 38.14 32.08 35.09 3.0
Tmax min 3.57 3.34 5.19 4.03 1.0
CL mL/min 5.68 6.18 6.49 6.11 0.4

Tabla 3: Parametros farmacocinéticos vitreos tras administracion subtenon de memantina en

formulacion Ss.

*V = volumen de distribucion; K, = constante de absorcion; K. = constante de eliminacion;
AUC .= area bajo la curva entre 0 y o; Ty, .5 v T1,.e) = tiempos de vida media de absorcion y
eliminacion, respectivamente; Cy,,= concentracion maxima; Tp.= tiempo al que se alcanza

la concentracion maxima; y C.= aclaramiento vitreo.
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Figura 14: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Mc. (A ) Concentraciones
observadas (n=3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos

Formulacion Mc

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 89.37 124.20 79.48 97.68 23.5
Kab 1/min 0.33 0.95 0.86 0.71 0.3
Kl 1/min 0.0419 0.0470 0.0472 0.0454 0.003
AUC,... min*ug/mL 1200.89  771.57  1200.11 1057.52 247.6
Tyan min 2.13 0.73 0.80 1.22 0.8
Tyl min 16.53 14.76 14.69 15.33 1.0
Crax ug/mL 37.18 30.97 47.87 38.67 8.5
Trax min 7.23 3.34 3.56 4.71 22
C, mL/min 3.75 5.83 3.75 4.44 1.2

Tabla 4: Pardmetros farmacocinéticos vitreos tras administracion subtenon de memantina en
formulacion Mc.

*V4= volumen de distribucion; K, = constante de absorcion; K. = constante de eliminacion;
AUC,..= area bajo la curva entre 0 y o; Ty, v Ty, = tiempos de vida media de absorcion y
eliminacion, respectivamente; Cy,,,—= concentracion maxima; Tp.,= tiempo al que se alcanza
la concentracion maxima; y C;= aclaramiento vitreo.
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Figura 15: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Pvp. (A ) Concentraciones
observadas (n=3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulaciéon Pvp

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 101.40 112.68 89.79 101.29 11.4
Kab 1/min 0.77 0.98 0.69 0.82 0.1
Kl 1/min 0.0507 0.0486 0.0640 0.0545 0.008
AUC,... min*ug/mL 875.56 820.97 782.53 826.35 46.7
Tyan min 0.89 0.71 1.01 0.87 0.2
Tyel min 13.68 14.25 10.82 12.92 1.8
Cmax ug/mL 36.67 34.14 39.29 36.70 2.6
Tmax min 3.77 3.22 3.80 3.60 0.3
CL mL/min 5.14 5.48 5.75 5.46 0.3

Tabla 5: Parametros farmacocinéticos vitreos tras administracion subtenon de memantina en
formulacion Pvp.

*V4= volumen de distribucion; K, = constante de absorcion; K. = constante de eliminacion;
AUC .= area bajo la curva entre 0 y o; Ty, .5 v T1,.e) = tiempos de vida media de absorcion y
eliminacion, respectivamente; Cy,,= concentracion maxima; Tp.= tiempo al que se alcanza
la concentracion maxima; y C.= aclaramiento vitreo.
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2.1.2.- Ojos contralaterales

En las figuras 16, 17 y 18 se muestra la evolucion de las concentraciones de
memantina alcanzadas en humor vitreo de los ojos contralaterales tras la
administracion periocular STP (4.5 mg/animal) de las distintas formulaciones (Ss,
Mc y Pvp); representando las concentraciones medias de memantina, observadas
para los distintos tiempos de muestreo. Los datos experimentales de concentracion en
los ojos contralaterales fueron muy bajos, y los tiempos de muestreo con niveles
detectables limitados, lo que no permitio6 realizar el ajuste de los datos a un modelo

cinético concreto.

En las tablas 6, 7 y 8 se muestran parametros cinéticos basicos de eliminacion
(Ker, Tyel, Cr) calculados matematicamente, asi como los valores de concentracion
maxima (Cpax) y de area bajo la curva de niveles vitreos (AUCy.), para cada una de

las formulaciones, expresados como media y desviacion estandar (DE).

Tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal de memantina s6lo se
detectaron niveles en vitreo de los ojos contralaterales hasta los 240 minutos
postadministracién, con las tres formulaciones. Los pardmetros medios de
eliminacion denotaron una eliminacién vitrea de memantina en los ojos
contralaterales mas lenta que en los ojos administrados, con tiempos de vida media
de eliminacion (Ty.) entorno a las 1.5-2.5 horas, no encontrando diferencias

significativas entre las formulaciones. Asi mismo, observamos que las
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concentraciones maximas (Cy.x) de memantina alcanzadas en vitreo de los ojos
contralaterales fueron muy bajas, del orden de los 50-70 ng/mL, y que los valores
medios de los AUC’s de niveles vitreos también fueron bajos, entre 7-12
ug*min/mL, no encontrando diferencias estadisticamente significativas entre las tres

formulaciones, en ninguno de los casos.

Cuando se comparan los resultados de los parametros cinéticos vitreos entre los
ojos administrados y los contralaterales tras la administracion subtenon, vemos c6mo
en los ojos contralaterales la cinética de eliminacion vitrea de memantina es mas
lenta, con existencia de diferencias significativas respecto a los ojos administrados,
en el valor medio de las constantes de eliminacion (Kej) (IC 95% [0.038, 0.071] para
la formulacion Ss, [0.024, 0.057] para la formulacién Mc y [0.027, 0.061] para Pvp),
y de los tiempos de vida media (Ty...1) (p= 0.050), para las tres formulaciones. Por su
parte, los valores medios de Cy,.x mostraron diferencias significativas entre los ojos
administrados y los contralaterales, siendo éstos menores en el caso de los ojos
contralaterales (IC 95% [23.00, 47.05], [26.60, 50.65] y [24.60, 48.66] para cada una
de las formulaciones Ss, Mc y Pvp, respectivamente); y los valores de los AUC’s de
niveles vitreos fueron también menores en los ojos contralaterales (IC 95% [440.11,
1014.10], [-368.12, 2460.51], [551.85, 1086.29] para cada una de las formulaciones),
justificandose la ausencia de significacion estadistica para la formulacion Mc por la
variabilidad de los datos experimentales en la administracion subtenon, que hace que
el valor medio de dicho parametro se vea arrastrado por los valores extremos de los
sujetos 1 y 3. Las cifras de aclaramiento (Cp) vitreo de memantina en los ojos

contralaterales fueron muy superiores a las de los ojos administrados, situandose
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entre los 400-650 mL/minuto, encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre ellos para las tres formulaciones (IC 95% [-682.11, -142.87], [-
674.53, -135.29], [-913.20, -373.96] para las formulaciones Ss, Mc y Pvp

respectivamente).
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Figura 16: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo de
los ojos contralaterales, tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Ss.
(A) Concentraciones observadas (n=3), (==) concentraciones tedricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulacion Ss

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kel 1/min 0.0044 0.0092 0.0062 0.0066 0.002
AUC... min*ug/mL 13.85 8.07 12.04 11.32 3.0
Toel min 156.10 75.56 112.00 114.55 40.3
Ciax ug/mL 0.062 0.074 0.075 0.070 0.007
C, mL/min 324.91 557.31 373.61 418.61 122.6

Tabla 6: Parametros farmacocinéticos tras administracion subtenon de memantina en

formulacién Ss, en vitreo de los ojos contralaterales.

*Ke = constante de eliminacion; AUC.,= area bajo la curva entre 0 y oo; Ty, = tiempo de
vida media de eliminacion; C,,,= concentracion maxima; y C;= aclaramiento vitreo.
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Figura 17: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo de
los ojos contralaterales, tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion
Mc. (A) Concentraciones observadas (n=3), (==) concentraciones tedricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulaciéon Mc

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kel 1/min 0.0036 0.0055  0.0042 0.0044 0.001
AUC,... min*ug/mL 14.12 9.31 10.56 11.33 25
Tyel min 194.82 125.84 164.11 161.59 34.6
Crnax ug/mL 0.050 0.051 0.045 0.049 0.003
C, mL/min 318.59 483.30 426.16 409.35 83.6

Tabla 7: Parametros farmacocinéticos tras administracion subtenon de memantina en

formulacién Mc, en vitreo de los ojos contralaterales.

*Ke = constante de eliminacion; AUC.,= area bajo la curva entre 0 y oo; Ty, = tiempo de
vida media de eliminacion; C,,,,= concentracion maxima; y C = aclaramiento vitreo.
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Figura 18: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo de
los ojos contralaterales, tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion
Pvp. (A) Concentraciones observadas (n=3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulacién Pvp

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kel 1/min 0.0048 0.0090 0.0162 0.0100 0.006
AUC,.. min*ug/mL 9.55 6.67 5.62 7.28 2.0
Tyl min 144.33 77.30 42.82 88.15 51.6
Ciax ug/mL 0.046 0.060 0.091 0.065 0.023
C. mL/min 471.07 674.82 801.21 649.03 166.6

Tabla 8: Parametros farmacocinéticos tras administraciéon subtenon de memantina en
formulacion Pvp, en vitreo de los ojos contralaterales.

*Ke = constante de eliminacion; AUC,.,= area bajo la curva entre 0 y oo; Ty, = tiempo de
vida media de eliminacion; C,,= concentracion maxima; y C;= aclaramiento vitreo.
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2.2.- CINETICA PLASMATICA

En las figuras 19, 20 y 21 se muestra la evolucion de las concentraciones
plasmaticas de memantina tras la administracion de una dosis de 4.5 mg/animal por
via subtenon posterior, para cada una de las formulaciones ensayadas (Ss, Mc y Pvp),
ajustadas a un modelo bicompartimental con absorcion. Las tablas 9, 10 y 11 recogen
los parametros farmacocinéticos resultantes de dicho ajuste, para cada una de las

formulaciones, expresados como media y desviacion estandar (DE).

La cinética plasmatica de memantina tras la administracion STP respondi6 a
un modelo bicompartimental con absorcion, mostrando un paso rapido de la
sustancia a sangre, con tiempos de vida media de absorcion (Ty,..p) que se situaron
entorno a los 2 minutos para la formulaciéon Ss (2.1 minutos) y los 5 minutos para las
formulaciones Mc y Pvp (4.8 y 4.9 minutos, respectivamente). Las concentraciones
maximas (Cyax) de memantina en plasma tras la administracion subtenon fueron muy
bajas, y oscilaron entre los 150-230 ng/mL, siendo el tiempo requerido para alcanzar
dichas concentraciones maximas (Tpn.) de 7-15 minutos aproximadamente. Las
semividas de eliminacion plasmatica (T ) dieron lugar a valores medios
aproximados de 387, 703 y 895 minutos, para las formulaciones Ss, Mc y Pvp
respectivamente; no encontrando diferencias significativas en las cinéticas de

absorcion y eliminacidn plasmatica entre las tres formulaciones ensayadas.
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La comparacion de los datos medios de los AUC’s de niveles plasmaticos de
memantina tras la administracion subtenon, los cuales se situaron proximos a los 30-
35 pg*min/mL para las formulaciones Ss y Mc y a los 70 pg*min/mL para la
formulacion Pvp, no mostr6 diferencias significativas entre ellas, al igual que
tampoco se encontraron diferencias significativas en los aclaramientos plasmaticos
(CL), cuyas cifras no superaron los 200 mL/minuto con ninguna de las
formulaciones. Las constantes de transferencia y retorno (K, ,K,,) mostraron una alta
velocidad de distribucion de memantina del compartimento central al periférico tras
la administracion subtenon, de acuerdo con el resultado del cociente Ko/ K, cuyos
valores medios oscilaron entre 2-5, observando una distribucion mas rapida para la
formulaciéon Ss respecto a las otras dos formulaciones, no siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 19: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Ss. (A) Concentraciones
observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulacién Ss

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kab 1/min 0.34 0.43 0.26 0.34 0.1
Kio 1/min 0.095 0.016 0.028 0.046 0.043
Ko1 1/min 0.020 0.004 0.006 0.010 0.009
AUC(.. min*ug/mL 23.92 29.02 26.72 26.56 2.6
Toseab min 2.06 1.61 2.65 2.11 0.5
a 1/min 0.13 0.03 0.04 0.07 0.1
B 1/min 0.0027  0.0014  0.0017 0.0019 0.001
Ty a min 5.32 25.45 15.43 15.40 10.1
Ty B min 255.67  498.08  406.31 386.69 122.4
A ug/mL 0.59 0.23 0.35 0.39 0.2
B ug/mL 0.06 0.03 0.03 0.04 0.015
V4 mL 10704.42 18224.78 13959.24 14296.15 3771.5
V, mL 50763.29 64079.33 61993.30 58945.30 7162.2
Crnax ug/mL 0.24 0.21 0.23 0.23 0.018
Tmax min 5.04 7.11 8.55 6.90 1.8
C, mL/min 188.10  155.05 168.40 170.52 16.6

Tabla 9: Parametros farmacocinéticos plasmaticos tras administracion subtenon de
memantina en formulacion Ss.

*Ka= constante de absorcion; K= constante de transferencia o distribucion del
compartimento central al compartimento periférico; K, = constante de retorno del
compartimento periférico al central; AUC..= area bajo la curva de niveles plasmaticos entre
0 y o Ty,u= tiempo de vida media de absorcion; 0= constante rapida de
distribucion/eliminacion; 3= constante lenta de eliminacion/distribucion; Ty,.0= tiempo de
vida media de distribucion y T, = tiempo de vida media de eliminaciéon; A y B=
coeficientes de la ecuacion de ajuste; V; = volumen de distribucion del compartimento
central; V, = volumen de distribucion del compartimento periférico; C,= concentracion
maxima; Tp.x= tiempo al que se alcanza la concentracion maxima; y Cp= aclaramiento
plasmatico.
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Figura 20: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Mc. (A ) Concentraciones

observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulacién Mc

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kab 1/min 0.08 0.16 0.46 0.23 0.2
Kio 1/min 0.022 0.006 0.001 0.010 0.011
Ko 1/min 0.013 0.001 0.001 0.005 0.007
AUC,.. min*ug/mL 30.81 40.96 25.64 32.47 7.8
Typan min 8.42 4.36 1.50 4.76 35
a 1/min 0.043 0.011 0.007 0.020 0.02
B 1/min 0.0031 0.0006 0.0011 0.0016 0.001
Ty a min 16.22 61.87 97.84 58.64 40.9
Ty B min 22142 124612  640.79 702.78 515.2
A ug/mL 0.478 0.187 0.127 0.264 0.2
B ug/mL 0.083 0.014 0.009 0.035 0.041
V4 mL 1454440 23885.75 33748.72 24059.63 9603.3
V, mL 24565.60 102351.48 34183.39 53700.16 42406.8
Cinax ug/mL 0.17 0.16 0.13 0.15 0.024
Tmax min 19.90 18.42 9.31 15.88 5.7
CL mL/min 146.05 109.87 175.49 143.81 32.9

Tabla 10: Parametros farmacocinéticos plasmaticos tras administracion subtenon de
memantina en formulacion Mc.

*Ka= constante de absorcion; K= constante de transferencia o distribucion del
compartimento central al compartimento periférico; K, = constante de retorno del
compartimento periférico al central; AUC, .= area bajo la curva de niveles plasmaticos entre
0y o Tya tiempo de vida media de absorcion; 0= constante rapida de
distribucioén/eliminacion; B= constante lenta de eliminacion/distribucion; Ty,.0= tiempo de
vida media de distribucion y T, = tiempo de vida media de eliminacion; A y B=
coeficientes de la ecuacion de ajuste; V; = volumen de distribucion del compartimento
central; V, = volumen de distribucion del compartimento periférico; Cy.= concentracion
maxima; T.— tiempo al que se alcanza la concentracion maxima; y C;= aclaramiento
plasmatico.
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Figura 21: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion subtenon de 4.5 mg/animal en formulacion Pvp. (A ) Concentraciones

observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulacién Pvp

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Kab 1/min 0.14 0.32 0.09 0.18 0.1
Kio 1/min 0.010 0.014 0.047 0.023 0.020
K1 1/min 0.006 0.005 0.011 0.007 0.003
AUC,... min*ug/mL 62.15 98.32 52.49 70.98 24.2
Tisan min 5.02 2.15 7.78 4.98 2.8
a 1/min 0.018 0.020 0.065 0.034 0.027
B 1/min 0.0011 0.0004 0.0014 0.0010 0.001
Ty, a min 39.23 35.01 10.67 28.30 15.4
T, B min 647.26 155548  481.32 894.69 578.2
A ug/mL 0.159 0.156 1.404 0.573 0.7
B ug/mL 0.059 0.041 0.068 0.056 0.014
V4 mL 22846.82 24068.35 10060.10 18991.76 7759.1
V, mL 36740.74 71088.82 42983.18 50270.91 18297.0
Crnax ug/mL 0.155 0.161 0.210 0.175 0.03
Tmax min 19.43 9.96 14.95 14.78 47
C, mL/min 72.41 45.77 85.73 67.97 20.3

Tabla 11: Pardmetros farmacocinéticos plasmaticos tras

administracion subtenon de

memantina en formulacion Pvp.

*K.= constante de absorcion; K;, = constante de transferencia o distribucion del
compartimento central al compartimento periférico; K, = constante de retorno del
compartimento periférico al central; AUC, .= area bajo la curva de niveles plasmaticos entre
0 y o Ty,un= tiempo de vida media de absorcion; 0= constante rapida de
distribucioén/eliminacion; = constante lenta de eliminacion/distribucion; Ty,.0= tiempo de
vida media de distribucion y T, p= tiempo de vida media de eliminacion; A y B=
coeficientes de la ecuacion de ajuste; V; = volumen de distribucion del compartimento
central; V, = volumen de distribucion del compartimento periférico; C.= concentracion
maxima; T.— tiempo al que se alcanza la concentracion maxima; y C;= aclaramiento
plasmatico.
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3.- FARMACOCINETICA INTRAVITREA

3.1.- CINETICA VITREA

Los niveles de memantina alcanzados en vitreo tras administracion intravitrea
de las distintas formulaciones (Ss, Mc y Pvp) han sido ajustados a un modelo
monocompartimental sin absorcion. Las figuras 22, 23 y 24 representan la evolucion
en el tiempo de las concentraciones vitreas correspondientes a cada una de ellas; y en
las tablas 12, 13 y 14 se muestran los pardmetros farmacocinéticos vitreos
resultantes, para cada una de las formulaciones, expresados como media y desviacion

estandar (DE).

Los niveles vitreos alcanzados tras la administracion intravitrea de 1.5
mg/animal de memantina, experimentaron un rapido descenso hasta los 120 minutos,
manteniendo después niveles mas estables, aunque bastante inferiores a los iniciales,

entre los 480 minutos y las 24 horas postadministracion.

Se alcanzaron tiempos de vida media de eliminacion (Ty,) proximos a los
110 minutos para la formulacion Ss (105.5 minutos), a los 50 minutos para la
formulacion Mc (47.8 minutos) y a los 60 minutos para la formulacion Pvp (60.1
minutos), no encontrando diferencias significativas entre las formulaciones al
comparar los pardmetros cinéticos de eliminacion (K¢ y Ty.1), y observando una

cinética de eliminacion mas lenta para la formulacion Ss respecto a las otras dos
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formulaciones. Los AUC’s de niveles vitreos tras la administracion intravitrea
mostraron valores altos que oscilaron entre los 49-70 mg*min/mL, con cifras de
aclaramiento vitreo (Cp) muy bajas para las tres formulaciones, del orden de los 30
uL/minuto, coincidiendo con unos volumenes de distribucion (V4) muy bajos, que no
alcanzaron los 10 mL en ninguno de los casos, no encontrando diferencias

significativas entre las formulaciones para ninguno de estos parametros.

Al comparar la cinética vitrea de memantina tras la administracion subtenon e
intravitrea se encontraron diferencias significativas en el valor medio de los
parametros de eliminacion, K¢ y Ty (IC 95% para K¢ [0.038, 0.071], [0.014,
0.047], [0.025, 0.058] para las formulaciones Ss, Mc y Pvp respectivamente; y p=
0.008 para Ty), mostrando una eliminaciéon mas lenta de la sustancia tras la
administracion intravitrea, con las tres formulaciones. Las cifras de aclaramiento
vitreo normalizadas por la dosis (C;_n) tras la administracion subtenon (2.04, 1.48,
1.82 para las formulaciones Ss, Mc y Pvp respectivamente) fueron superiores a las de
la via intravitrea (0.097, 0.068, 0.094 para cada una de las formulaciones
respectivamente), encontrando diferencias significativas entre ambas vias (Cp_n) (IC
95% [1.37, 2.52], [0.84, 1.99], [1.15, 2.30] para las formulaciones Ss, Mc y Pvp
respectivamente). Por su parte, los volumenes de distribuciéon normalizados por la
dosis (V4 n) obtenidos tras la administracion intravitrea (15.41, 4.73, 8.52
mL/minuto para las formulaciones Ss, Mc y Pvp respectivamente) fueron inferiores a
los alcanzados tras la administracion subtenon (33.47, 32.56, 33.76 mL/ug
respectivamente), encontrando diferencias estadisticamente significativas entre

ambas vias para las formulaciones Mc y Pvp (IC 95% [-0.21, 36.32], [9.56, 46.10],
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[6.98, 43.51] para las formulaciones Ss, Mc y Pvp respectivamente). La ausencia de
significacion estadistica para esta diferencia en el caso de la formulacion Ss se
justifica por la variabilidad de los datos experimentales para esta formulacion en la
administracion intravitrea, que hace que el valor medio de dicho parametro se vea

arrastrado por los valores extremos de los sujetos 1y 2.
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Figura 22: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,
tras la administracion intravitrea de 1.5 mg/animal en formulacion Ss. (A ) Concentraciones
observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulacion Ss

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vg4 mL 7.43 6.24 1.74 5.14 3.0
Kel 1/min 0.005 0.007 0.008 0.007 0.001
AUC,... min*ug/mL 37908.81 35318.16 105210.12 59479.03 39625.5
Tyel min 130.14 101.85 84.37 105.45 23.1
C, mL/min 0.040 0.043 0.014 0.032 0.016

Tabla 12: Parametros farmacocinéticos vitreos de memantina tras administracion intravitrea
en formulacion Ss.

*V 4= volumen de distribucion; K¢ = constante de eliminacion; AUC,_.= area bajo la curva
entre 0 y oo; Ty, = tiempo de vida media de eliminacion; y C = aclaramiento vitreo.
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Figura 23: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,
tras la administracion intravitrea de 1.5 mg/animal en formulacion Mc. (A ) Concentraciones

observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos

Formulaciéon Mc

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy4 mL 1.67 2.03 1.03 1.58 0.5
Kel 1/min 0.016 0.013 0.015 0.015 0.002
AUC,... min*ug/mL 55548.44 57594.89 98262.15 70468.49 24091.8
Tiiel min 4276 54.07 46.69 47.84 5.7
CL mL/min 0.027 0.026 0.015 0.023 0.007

Tabla 13: Parametros farmacocinéticos vitreos de memantina tras administracion intravitrea

en formulacion Mc.

*V 4= volumen de distribucion; K¢ = constante de eliminacion; AUC,..= area bajo la curva
entre 0 y oo; Ty,= tiempo de vida media de eliminacion; y C = aclaramiento vitreo.
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Figura 24: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en vitreo,

tras

la administracion

intravitrea de

1.5 mg/animal en formulacion Pvp.

Concentraciones observadas (n= 3), (==) concentraciones tedricas.

(A)

Parametros farmacocinéticos vitreos
Formulacién Pvp

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 2.16 4.93 1.43 2.84 1.8
Kel 1/min 0.016 0.007 0.016 0.013 0.005
AUC(. min*ug/mL 43180.76 41570.27 64138.35 49629.79 12590.6
Trel min 43.16 94.80 42.45 60.13 30.0
C, mL/min 0.035 0.036 0.023 0.031 0.007

Tabla 14: Parametros farmacocinéticos vitreos de memantina tras administracion intravitrea
en formulacion Pvp.

*V4= volumen de distribucidon; K¢ = constante de eliminacién; AUC,.,= area bajo la curva
entre 0 y oo; Ty, = tiempo de vida media de eliminacion; y C;= aclaramiento vitreo.
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3.2.- CINETICA PLASMATICA

Los datos de concentraciones plasmadticas tras la administracion intravitrea de
cada una de las tres formulaciones se representan en las figuras 25, 26 y 27 tras el
ajuste de los niveles a un modelo monocompartimental con absorcion. Las tablas 15,
16 y 17 muestran los resultados de los parametros farmacocinéticos resultantes de

dichos ajustes, expresados como media y desviacion estandar (DE).

El perfil cinético plasmatico de memantina tras la administracion intravitrea
mostré un paso rapido de la sustancia a sangre, con tiempos de vida media de
absorcion (Ty..p) inferiores a los 15 minutos para las tres formulaciones. Las
concentraciones plasmaticas maximas (Cyax) alcanzadas tras la administracion
intravitrea fueron muy bajas, oscilando entre los 19.2-35.5 ng/mL, siendo los tiempos

requeridos para su consecucion (Tax) inferiores a los 50 minutos, en los tres casos.

La cinética comparativa entre las tres formulaciones no estableci6 diferencias
significativas en la absorcion plasmatica de memantina tras la administracion
intravitrea, siendo esta mas lenta para la formulaciéon Ss que para las otras dos
formulaciones. Respecto a la eliminacidn, la formulacion Mc fue la que presento la
cinética de eliminacion plasmdatica mas lenta de las tres formulaciones, con un
tiempo de vida media de eliminacion (Ty,.) proximo a las 10 horas, no existiendo
significacion estadistica en esta diferencia respecto a las otras dos formulaciones. El
aclaramiento plasmatico (Cp) de memantina tras la administracion intravitrea fue

alto, alcanzando casi los 300 mL/minuto para la formulacion Ss, los 90 mL/minuto
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para la formulacion Mc y los 200 mL/minuto para la formulacion Pvp, no
encontrando diferencias estadisticamente significativas entre ellas. El valor medio
del AUC de niveles plasmaticos obtenido para la formulacion Mc fue superior al de
las otras dos formulaciones (5.9, 17.5 y 8.4) ug*min/mL para la formulacién Ss, Mc

y Pvp respectivamente), no siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Al comparar la cinética plasmatica de memantina tras la administracion
subtenon e intravitrea, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los parametros de absorcion (K y Ty.ap) entre ambas vias, siendo mas lenta la
absorcion plasmatica de memantina tras la administracion intravitrea que tras la
administracion subtenon. Por su parte, la cinética de eliminacién plasmatica de
memantina tras la administracion intravitrea fue también mas lenta que tras la
administracion subtenon, si bien, en este caso tampoco se encontraron diferencias
significativas en los pardmetros de eliminacion plasmatica (K¢ y Ty,.1) entre ambas

vias, para ninguna de las formulaciones ensayadas.
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Figura 25: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion intravitrea de 1.5 mg/animal en formulacion Ss. (A ) Concentraciones
observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulacién Ss

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 36304.89 50647.91 67316.96 51423.25 15520.6
Kab 1/min 0.057 0.066 0.065 0.063 0.005
Kel 1/min 0.0059  0.0042  0.0064 0.0055 0.001
AUC,... min*ng/mL 6969.75 7128.48 3499.13 5865.79 2051.1
Tosab min 12.17 10.56 10.62 11.12 0.9
Toel min 116.93  166.84  108.85 130.87 31.4
Ciax ng/mL 31.77 24.58 17.33 24.56 7.2
Tmax min 44.34 44.89 39.52 42.92 3.0
C, mL/min 21522 21042  428.68 284.77 124.6

Tabla 15: Parametros farmacocinéticos plasmaticos tras administracion intravitrea de

memantina en formulacion Ss.

*V4= volumen de distribucion; K,, =constante de absorcion; K, = constante de eliminacion
AUC,.= area bajo la curva entre 0 y oo; T}, = tiempo de vida media de absorcion; Ty, o =
tiempo de vida media de eliminacion; C,,,x= concentracion maxima; T,,,—= tiempo al que se
alcanza la concentracion maxima; y C;= aclaramiento plasmatico.
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Figura 26: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion intravitrea de 1.5 mg/animal en formulacion Mc. (A ) Concentraciones
observadas (n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulacién Mc

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy4 mL 94571.94 7321357 61571.43 76452.31 16737.0
Kab 1/min 0.131 0.136 0.103 0.123 0.018
Kel 1/min 0.0007  0.0014  0.0017 0.0013 0.001
AUC(.. min*ng/mL 23730.93 14732.27 14157.70 17540.30 5368.9
Typan min 5.29 5.09 6.72 5.70 0.9
Tel min 1037.08  498.42  402.82 646.10 342.0
Crax ng/mL 15.44 19.54 22.73 19.24 3.7
Tmax min 40.52 34.01 40.35 38.29 37
C, mL/min 63.21 101.82 105.95 90.33 23.6

Tabla 16: Parametros farmacocinéticos plasmaticos tras administracion intravitrea de
memantina en formulacién Mc.

*V = volumen de distribucién; K, =constante de absorcion; K. = constante de eliminacion
AUC,.,= area bajo la curva entre 0 y oo; Ty, = tiempo de vida media de absorcion; Ty, =
tiempo de vida media de eliminacion; C,,.= concentracion maxima; T.,= tiempo al que se
alcanza la concentracion maxima; y C = aclaramiento plasmatico.

181



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular

Resultados

Memantina (ng/mL)

150 200
Tiempo (minutos)

Figura 27: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma,
tras la administracion
Concentraciones observadas (n= 3), (==) concentraciones tedricas.

intravitrea de

1.5 mg/animal

en formulacién Pvp.

(A)

Parametros farmacocinéticos plasmaticos
Formulaciéon Pvp

Parametro Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 37326.79 25457.62 46786.94 36523.78 10687.3
Kab 1/min 0.075 0.067 0.095 0.079 0.014
Kel 1/min 0.0038  0.0072  0.0050 0.0053 0.002
AUC,... min*ng/mL 10645.61 8127.73  6403.20 8392.18 2133.5
Toan min 9.19 10.35 7.32 8.95 1.5
Trsel min 183.62 95.61 138.44 139.22 44.0
Crax ng/mL 34.32 44.98 27.21 35.50 8.9
Tmax min 41.81 37.23 32.77 37.27 45
C, mL/min 140.90 184.55  234.26 186.57 46.7

Tabla 17: Parametros farmacocinéticos plasmaticos tras administracion intravitrea de
memantina en formulacién Pvp.

*V4= volumen de distribucion; K,, =constante de absorcion; K, = constante de eliminacion
AUC,.= area bajo la curva entre 0 y oo; T}, = tiempo de vida media de absorcion; Ty, o =
tiempo de vida media de eliminacion; C,,,,= concentracion maxima; T,,,x = tiempo al que se
alcanza la concentracion maxima; y C = aclaramiento plasmatico.
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4.- FARMACOCINETICA ENDOVENOSA: DOSIS
UNICA

4.1.- CINETICA VITREA

Los datos de concentracion de memantina en vitreo tras la administracion de
una dosis Unica de memantina de 4.5 mg/animal en formulacion salina (Ss) por via
endovenosa, se ajustaron a un modelo monocompartimental con absorcion. La figura
28 muestra la evolucion de las concentraciones de memantina en vitreo a los distintos
tiempos de muestreo, tras la administracion sistémica endovenosa en bolo. La tabla
18 muestra los parametros farmacocinéticos vitreos resultantes del ajuste, expresados

como media y desviacion estandar (DE).

El perfil cinético vitreo de memantina tras la administracion sistémica
endovenosa respondié a un modelo monocompartimental con una rapida absorcion,
que mostro tiempos de vida media de absorcion (T, ap) proximos a los 7 minutos. La
concentracion maxima (Cp,) de memantina en vitreo tras la administracion
endovenosa estuvo proxima a los 100 ng/mL, siendo el tiempo requerido para su
consecucion (Th,x) aproximadamente de 30 minutos. Por esta via, se obtuvo un alto
volumen de distribucion (Vg) de casi 42.5 L, con cifras de aclaramiento altas (173.4
mL/minuto) y una semivida de eliminacion (Ty,.) de casi 3 horas. El valor medio del
AUC de niveles vitreos tras la administracion endovenosa fue bajo,

aproximadamente 30 pg*min/mL.
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La comparacion de las cinéticas de absorcion vitrea de memantina tras la
administraciéon subtenon y endovenosa, no arrojé diferencias estadisticamente
significativas entre ellas en cuanto a los parametros de absorcion (Ka, y Trap). La
concentracion maxima (Cp,x) de memantina en vitreo tras la administracion subtenon
(35.1 pg/mL) fue muy superior a la alcanzada tras la administracion endovenosa
(0.09 pg/mL), y ademas, el tiempo requerido para alcanzar dichas concentraciones
(Tmax) fue menor en el caso de la administracion subtenon (4.0 minutos tras la
administracion subtenon frente a 29.7 minutos tras la administracion endovenosa),
resultando de la comparacion de dichos parametros diferencias estadisticamente
significativas entre ambas vias (IC 95% Cpax: [22.97, 47.02] y IC 95% Tpmax [-45.75,
-5.54]). Respecto a la eliminacion vitrea de memantina, la pendiente de la curva de
niveles vitreos (K¢) fue mayor en el caso de la administracion subtenon (0.06
minutos') que en el de la via endovenosa (0.0043 minutos'), resultando esta
diferencia estadisticamente significativa (IC 95% [0.04, 0.07]). Por su parte, el valor
de K, tras la administracion endovenosa fue similar al encontrado en los ojos
contralaterales tras la administraciéon subtenon (0.0066 minutos™), no encontrando
diferencias significativas en este caso. El valor de semivida bioldgica (Ty.) de
memantina en vitreo tras la administracion endovenosa, préximo a las 3 horas, fue
superior al obtenido tras la administracion subtenon, inferior a 15 minutos, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.005). El valor medio de los AUC's
de niveles vitreos de memantina en los ojos administrados tras la administracion
subtenon fue mayor que el obtenido tras la administracion endovenosa en dosis
unica, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (IC 95% [424.50,

999.50]), si bien, no se encontraron diferencias significativas en el valor de los
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AUC’s de niveles vitreos entre la administracion endovenosa y los o0jos
contralaterales. Las cifras de aclaramiento vitreo (Cp) de memantina tras la
administracion endovenosa (173.4 mL/minuto) resultaron ser significativamente

superiores a las observadas para la administracion subtenon (6.1 mL/minuto) (IC

95% [-240.57, -94.07]).
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Figura 28: Representacion normal de las concentraciones de memantina en vitreo tras la
administracion endovenosa de 4.5 mg/animal, en dosis unica. (A) concentraciones medias
(n= 3), (==) concentraciones teoricas.

Parametros farmacocinéticos vitreos

endovenosa en dosis unica.

Parametros Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 28946.28 48862.25 48936.36 42248.29 11519.9
Kab 1/min 0.06 0.28 0.12 0.15 0.1
Kl 1/min 0.0056 0.0031 0.0042 0.0043 0.001
AUC,... min*ug/mL 27.55 29.94 21.78 26.42 4.2
Tyan min 11.70 2.44 5.82 6.65 47
Tiel min 122.82 225.34 164.14 170.77 51.6
C. mL/min 163.36 150.30 206.65 173.44 29.5
Tmax min 43.85 16.09 29.08 29.68 13.9
&X ug/mL 0.121 0.088 0.081 0.097 0.022
Tabla 18: Parametros farmacocinéticos vitreos de memantina tras administracion

*V = volumen de distribucion; K, = constante de absorcion; K. = constante de eliminacion;
AUC,.= area bajo la curva entre 0 y o; Ty, o ¥ Ty,ef = tiempo de vida media de absorcion y
eliminacion, respectivamente; C,,,,= concentracion maxima; Tp,= tiempo al que se alcanza

la concentracion maxima; y Cp = aclaramiento vitreo.
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4.2.- CINETICA PLASMATICA

La figura 29 muestra la evolucion en el tiempo de las concentraciones
plasmaticas de memantina tras su administraciéon endovenosa en dosis unica (4.5
mg/animal), y la tabla 19 muestra los valores de los pardmetros farmacocinéticos
plasmaticos tras el ajuste de los datos a un modelo monocompartimental sin

absorcion.

El perfil farmacocinético plasmatico de memantina tras la administracion
endovenosa en dosis Unica, mostré un comportamiento monocompartimental, con
tiempos de vida media de eliminacion (Ty,) de aproximadamente 38 minutos. El
volumen de distribucion (V) fue elevado, alcanzando casi los 32 L, con cifras de
aclaramiento plasmatico (Cr) también altas, de 600 mL/minuto. El valor medio del
AUC de niveles plasmaticos tras la administracion endovenosa fue bajo, del orden de

los 7.7 pg*min/mL.

La comparacion de la cinética plasmatica tras la administracion subtenon y
endovenosa mostrd diferencias estadisticamente significativas en el valor de los
parametros de eliminacion K¢ y Ty, entre ambas vias (IC 95% Kg [-0.031, -0.005]
y p= 0.011 para Ty,j). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en
los valores medios de los AUC’s de niveles plasmaticos entre ambas vias, ni en las
cifras de aclaramiento plasmatico (Cp), si bien éstas ultimas fueron mayores en el

caso de la administracion endovenosa.
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Figura 29: Representacion normal de las concentraciones medias de memantina en plasma
tras la administracion endovenosa de 4.5 mg/animal, en dosis Unica. (A) concentraciones
medias (n= 3), (==) concentraciones tedricas.

Parametros farmacocinéticos plasmaticos

Parametros Unidades 1 2 3 media DE
Vy mL 18428.63 33645.21 43804.28 31959.37 127715
Kl 1/min 0.032 0.022 0.011 0.022 0.01
AUC... min*ug/mL 7.70 6.13 9.16 7.66 1.5
Topel min 21.85 31.76 61.80 38.47 20.8
CL mL/min 584.50 734.30 491.29 603.36 122.6

Tabla 19: Parametros farmacocinéticos plasmaticos de memantina tras administracion
endovenosa en dosis Unica.

*V 4= volumen de distribucion; K¢ = constante de eliminacion; AUC,..= area bajo la curva
entre 0 y oo; Ty, = tiempo de vida media de eliminacién; y C = aclaramiento plasmatico.
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5.- BIODISPONIBILIDAD VITREA

5.1.- ADMINISTRACION PERIOCULAR

5.1.1.- Biodisponibilidad vitrea absoluta

Los datos de biodisponibilidad absoluta tras la administracion subtenon (£)
fueron calculados de acuerdo con la siguiente ecuacion:
F=AUCy.-x Cl/D
En la tabla 20 se recogen los resultados del calculo de biodisponibilidad
absoluta, individuales y medios, tras la administracion STP, para cada una de las

formulaciones ensayadas, expresados como porcentaje (%).

Biodisponibilidad absoluta en humor vitreo

3 1 2 3 Media DE
Formulacién (%) (%) (%) (%)
Ss 100.07 100.06 100.08 100.07 0.01
Mc 100.07 99.96 100.01 100.01 0.06
Pvp 100.01 99.98 99.99 99.99 0.02

Tabla 20: Biodisponibilidad absoluta de memantina en humor vitreo tras administracion
subtenon, expresadas como porcentaje (%).

Los resultados mostraron una alta biodisponibilidad vitrea de memantina tras
la administracion subtenon, similar para las tres formulaciones ensayadas, no

encontrando diferencias significativas entre ellas
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5.1.2.- Biodisponibilidad vitrea relativa

5.1.2.a.- Frente a la administracion intravitrea

La biodisponibilidad vitrea relativa de la via subtenon respecto a la intravitrea

(Fsp/int) fue calculada a partir de la siguiente ecuacion:

Fstp/int: A UCO—oo stp X Dint/A UCO—oo int X Dstp

En la tabla 21 se muestran los resultados de biodisponibilidad relativa,
individuales y medios, expresados como porcentaje (%), para cada una de las

formulaciones ensayadas.

Biodisponibilidad Vitrea Relativa Subtenon frente a Intravitrea

N 1 2 3 Media DE
Formulacién (%) (%) (%) (%)
Ss 0.70 0.69 0.22 0.53 0.27
Mc 0.72 0.45 0.41 0.52 0.17
Pvp 0.68 0.66 0.41 0.58 0.15

Tabla 21: Resultados de biodisponibilidad vitrea relativa de la administracion
subtenon respecto a la intravitrea, expresadas como porcentaje.

Los resultados mostraron valores bajos de biodisponibilidad vitrea de
memantina para la via subtenon respecto a la intravitrea (considerada como via de
administracion de referencia) con las tres formulaciones, no encontrando diferencias

estadisticamente significativas entre ellas.
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5.1.2.b.- Frente a la administracion endovenosa en dosis unica

Los datos de biodisponibilidad vitrea relativa de memantina tras
administracion subtenon respecto a la administracion sistémica endovenosa (Fypen),

fueron determinados segun la siguiente ecuacion (ayalasomayajula, 2004):

F. stp/env— A UCO-oo stp /A UCO-oo env

En la tabla 22 se muestran los resultados, individuales y medios, de su célculo

para la formulacion salina (Ss), expresados como cociente de areas bajo la curva.

Biodisponibilidad Vitrea Relativa Subtenon frente a Endovenosa

Formulacion 1 2 3 Media DE

Ss 28.78 24.34 31.86 28.32 3.78

Tabla 22: Resultados de biodisponibilidad vitrea relativa de la administracion
subtenon respecto a la via endovenosa, expresadas como cociente.

Los resultados mostraron una biodisponibilidad vitrea de memantina tras la
administracion subtenon superior a la de la via sistémica endovenosa, para una

misma dosis administrada de memantina.
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5.2.- ADMINISTRACION SISTEMICA ENDOVENOSA

5.2.1.- Biodisponibilidad vitrea relativa

5.2.1.a.- Frente a la administracion intravitrea

Los calculos de biodisponibilidad vitrea relativa de la administracién
endovenosa respecto a la via intravitrea (Feuin), para la formulacion salina (Ss), se
realizaron en base a la siguiente ecuacion:

Fenv/inl =4 UCO—OO env X Dint /A UCO—OO int X Denv W

En la tabla 23 se muestran los valores, individuales y medios, resultantes de su

calculo, expresados como porcentaje (%).

Los resultados mostraron una biodisponibilidad vitrea relativa de memantina
por via sistémica endovenosa muy baja respecto a la administracion intravitrea,

considerada como via de referencia.

5.2.1.b.- Respecto a plasma

Se calcul6 la tasa de penetracion vitrea de memantina tras la administracion

sistémica endovenosa en dosis Unica, de acuerdo con la siguiente ecuacion

(Ayalasomayajula, 2004):

Frip= AUC 0 i1/ AUCoy p @

Cuyos resultados, individuales y medios, se muestran en la tabla 23, expresados

como cociente.
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Biodisponibilidad vitrea tras administracién endovenosa

1 2 3 media DE
WRespecto aintravitrea (%) | 0.02 0.03 0.01 0.02 0.00
@Respecto a plasma 3.58 4.88 2.38 3.61 1.25

Tabla 23: Biodisponibilidad vitrea relativa de la via endovenosa respecto a la administracion
intravitrea (‘" como porcentaje (%)) y @ respecto a plasma (como cociente), tras la
administracion endovenosa en dosis Unica.

Los resultados evidenciaron una tasa de penetracion vitrea de memantina tras

la administracion sistémica endovenosa en dosis Unica superior a la unidad.

5.2.2.- Infusion endovenosa. Equilibrio estacionario

La figura 30 muestra la evolucion en el tiempo de los niveles plasmaticos de
memantina tras infusiéon endovenosa. El equilibrio estacionario se alanzé a los 200
minutos de la infusion, siendo la concentracion plasmdtica media de memantina

alcanzada en esta fase proxima a los 60 ng/mL.

Se detectaron niveles altos de memantina en humor vitreo tras la
administraciéon endovenosa en infusién, una vez alcanzada la fase de equilibrio
estacionario plasmatico, encontrando niveles de memantina en vitreo 2 veces
mayores que los plasmaticos, lo que se traduciria en un paso importante de la
sustancia al compartimento vitreo desde sangre, tras la administracion endovenosa en

infusion.
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Figura 30: Representacion semilogaritmica de las concentraciones medias de
memantina en plasma tras la administracion endovenosa en infusion.

Infusién endovenosa

1 2 3 Media DE
Plasma (ng/mL) 44.20 52.10 79.90 58.73 18.75
Vitreo Odreh
(ng/mL) 71.43 174.91 125.50 123.95 51.76
Vitreo Oiyq
(ng/mL) 102.56 93.75 203.00 133.10 60.69
*R1 1.62 3.36 1.57 2.11
*R2 2.32 1.80 2.54 2.27

Tabla 24: Concentraciones plasmaticas y vitreas de memantina en la fase de equilibrio
estacionario, tras la administracion endovenosa en infusion.

*R1 y R2= Relacion entre las concentraciones de memantina en vitreo y plasma (ng/mL) en
el estado de equilibrio estacionario, para cada uno de los 0jos. Ogrcn: 0j0 derecho; Oj,q. Ojo
izquierdo.

La tabla 24 muestra los resultados, individuales y medios, del calculo de la

relacion entre las concentraciones de memantina en vitreo y plasma, en la fase de

equilibrio estacionario, siendo la concentracion media de memantina en plasma en la

194



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Resultados

fase de equilibrio estacionario (Css) de aproximadamente 60 ng/mL, y la tasa de
penetracion de memantina a vitreo tras la administraciéon endovenosa en infusion

superior a la unidad.

6.- CARACTERI'STIC,AS CINETICAS GLOBALES DE
LA ADMINISTRACION PERIOCULAR

6.1.- ABSORCION LOCAL

La proporcion de firmaco administrado por via subtenon que es absorbido
localmente, es decir que alcanza directamente el compartimento vitreo desde el

espacio periocular, fue calculada a partir de la siguiente ecuacion (ayalasomayajula, 2004):

% absorcion-local = (AUC .o (tiv-ipsi) — AUCo-0 (tiv-contra)) X 100/ AUC o (k1v-ipsi)

Este calculo da una idea de la proporcion de la sustancia administrada
periocularmente que penetra en el compartimento vitreo mediante absorcion local, ya
sea por difusiéon directa transescleral, penetracion a través de pars-plana o
difundiendo desde la cdmara anterior del ojo, frente a la contribucion de la via
hematica.

En la tabla 25 se muestran los resultados del calculo de absorcion local,
individuales y medios, expresados como porcentaje (%), para cada una de las

formulaciones ensayadas.
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Absorcién Local

1 2 3 Media DE
Formulacién (%) (%) (%) (%)
Ss 98.2 98.8 98.3 98.4 0.32
Mc 98.8 98.8 99.0 98.9 0.11
Pvp 98.9 99.2 99.3 99.1 0.21

Tabla 25: Proporcion de memantina administrada que penetra en vitreo mediante absorcion
local tras la administracion periocular subtenon para cada una de las formulaciones
ensayadas.

Los resultados mostraron un alto porcentaje de absorcion local de memantina,
frente a la contribucion de la via hematica a los niveles vitreos tras la administracion
subtenon, que fue similar para las tres formulaciones ensayadas, no encontrando

diferencias estadisticamente significativas entres ellas.

6.2.- PERDIDA DE SUSTANCIA DEL LUGAR DE LA ADMINISTRACION

La realizacion de experiencias en condiciones ex vivo, supuso la
administracion periocular del farmaco en las mismas condiciones descritas en el
apartado de material y métodos, pero en animales previamente sacrificados, para
anular la pérdida de dosis del lugar de la administracion, debida al aclaramiento
linfatico y sanguineo conjuntival y epiescleral (Ghate 2007, Carcaboso 2007)-

Los resultados de dichas experiencias se recogen en la tabla 26.
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Absorciéon Hematica

Tiempo (mln) HVExvivo (Ug/ml—) HVInvivo (“g/ml-)
60 22.088 1.307
120 27.971 0.205

Tabla 26: Niveles de memantina en vitreo tras la administracion subtenon en
animales vivos frente a los niveles alcanzados con su administracion en animales
muertos (D= 4.5 mg de memantina/animal).

Los niveles de memantina alcanzados en vitreo del ojo administrado, en
condiciones ex vivo, a las 2 horas de la inyeccion fueron de 27.97 pg/mL, situdndose
muy por encima de las concentraciones alcanzadas tras la administracion STP in

vivo, para este mismo tiempo de analisis (0.21 pg/mL).

No se detectaron o estuvieron por debajo del limite de cuantificacion, niveles
de memantina en los ojos contralaterales, tras la administracion subtenon en

condiciones €x vivo.

6.3.- MODELO CINETICO VITREO TRAS LA ADMINISTRACION
PERIOCULAR

Utilizando los parametros farmacocinéticos resultantes de este trabajo, se
disefio un modelo de cuatro compartimentos para describir la cinética vitrea de

memantina tras su administracién periocular subtenon posterior (STP).
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En las figuras 31, 32 y 33, se muestran los esquemas de los modelos cinéticos
teorizados a partir de los resultados obtenidos, para cada una de las formulaciones

ensayadas.

Se describe un modelo de cuatro compartimentos: espacio periocular, vitreo,
plasma y un cuarto compartimento denominado distribucion, de localizacion teorica,
en el que se incluirian el resto de tejidos oculares y los ojos contralaterales. Respecto
a la cinética de absorcion vitrea, el modelo teérico propuesto estuvo caracterizado
por una rapida velocidad de absorciéon de memantina a vitreo desde el espacio
periocular, que estuvo definida por la constante K,p.y. Existi6 también un paso rapido
de memantina a la circulacion sistémica desde el lugar de la administracion, que
vendria definido por la constante K., siendo la absorcion plasmatica de memantina
desde el espacio periocular superior a la alcanzada desde el compartimento vitreo,
calculada a partir del cociente de los AUC’s de niveles plasmaticos tras la
administracion periocular e intravitrea. Por su parte, la velocidad de absorcion de
memantina a vitreo desde el compartimento plasmatico, calculada inicamente para la
formulacién salina (Ss), fue también rapida, definida por la constante Kgp.pv, con un
tiempo de vida media de absorcion (T;,..) de aproximadamente 7 minutos. El
analisis comparativo de la absorcion vitrea de memantina desde el espacio subtenon
y desde plasma, mostr6 una absorcion mas rapida desde el espacio periocular
respecto a la contribucion de la via hematica. Por su parte, la eliminacion de
memantina desde el compartimento vitreo, definida por la constante de eliminacién
vitrea (K¢1y) ocurrio también de forma relativamente rapida, siendo mas lenta para la

formulacion salina (Ss) respecto a las otras dos formulaciones.
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Dos compartimentos caracterizaron el comportamiento plasmatico de
memantina tras la administracion periocular STP, con un compartimento central
(plasma) y un compartimento periférico (distribucion). A partir del andlisis de los
resultados del cociente entre las constantes de transferencia y retorno (K;,/Kj)),
vemos como la velocidad de transferencia de memantina desde plasma al teoérico
compartimento de distribucion, fue de 2-5 veces superior a la velocidad de retorno
desde dicho compartimento, lo que justificaria una cierta tendencia a la retencion de

la sustancia en el compartimento periférico de distribucion.

El analisis comparativo entre las tres formulaciones (Ss, Mc y Pvp) mostrd
una importante rapidez en el paso de memantina a vitreo desde el espacio periocular
para las tres formulaciones, y una rapida absorcién plasmatica desde el lugar de
administracion, superior en el caso de la formulacion Ss respecto a las otras dos
formulaciones. Por su parte, el analisis comparativo entre las tres formulaciones
mostré una velocidad de eliminacién de memantina desde el compartimento vitreo
mas lenta para la formulacion Ss, que a su vez fue la que presentd el paso mas lento
de memantina a plasma desde el compartimento vitreo (aunque no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre las formulaciones).
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ESPACIO Kapp: 0.34 Kip: 0.05
T 2 mMin «—2
Kap-py : 0.15 Kep - 0.002
T,,: 6.7 Min T,,:6.4h
Kap.y : 0.69
T1/2: 1.1 min I‘(el»vp : 0-0.6
Tip: 11 min
VITREO
Kepy : 0.007
Ty 105 min

Figura 31: Esquema de modelizacion cinética tras administracion subtenon de la
formulacion Ss.

*Kavv Y Kabp: constantes de velocidad de absorcion a humor vitreo y a plasma
respectivamente, desde el espacio periocular; K., constante de velocidad de absorcion de
plasma a vitreo; K¢ y Keip: constantes de velocidad de eliminacion vitrea y plasmaética,
respectivamente; Ke.,,: constante de velocidad de eliminacion de vitreo a plasma; Ki,:
constante de velocidad de transferencia de plasma al compartimento periférico de
distribucién; K,;: constante de retorno desde el compartimento de distribucion al
compartimento plasmatico. Unidades de las constantes de velocidad (minutos™).
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ESPACIO _Kyp: 001
.
PERIOCULAR KM PLASMA | | . 0 o5 |P'STRIBUCION
. . L 0.
Ty 4.7 min -

Kepp : 0.002
T, 11.7h

No hay datos
para Mc

Kapy : 0.71
Tyt 1.22 min Kelvp - 0.12_3
Ty 5.7 min
VITREO
Kg.y : 0.015
Ty 47 min

Figura 32: Esquema de modelizacion cinética tras administracion subtenon de la
formulacion Mc.

*Kav Y Kabp: constantes de velocidad de absorcion a humor vitreo y a plasma
respectivamente, desde el espacio periocular; K., constante de velocidad de absorcion de
plasma a vitreo; K¢ y Keip: constantes de velocidad de eliminacion vitrea y plasmaética,
respectivamente; K., constante de velocidad de eliminacion de vitreo a plasma; K:
constante de velocidad de transferencia de plasma al compartimento periférico de
distribucion; K,;: constante de retorno desde el compartimento de distribucion al
compartimento plasmatico. Unidades de las constantes de velocidad (minutos™).
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ESPACIO K,.:0.18 Kyp: 0023
PERIOCULAR | == PLASMA [ . 5 007
T,: 5min —

Ke,_p .
No hay datos
para Pvp

K.y © 0.82

T,,: 0.87 min Kelvp - 0.079

Ty 8.95 min

VITREO

Kg : 0.013

T, 60.13 min

DISTRIBUCION

0.001

Typ: 149N

Figura
formulacién Pvp.

33: Esquema de modelizacion cinética tras administracion subtenon de la

*Kav Y Kabp: constantes de velocidad de absorcion a humor vitreo y a plasma
respectivamente, desde el espacio periocular; K., constante de velocidad de absorcion de
plasma a vitreo; K¢ y Keip: constantes de velocidad de eliminacion vitrea y plasmaética,
respectivamente; K...,: constante de velocidad de eliminacion de vitreo a plasma; K:
constante de velocidad de transferencia de plasma al compartimento periférico de
distribucioén; K,;: constante de retorno desde el compartimento de distribucion al

compartimento plasmatico. Unidades de las constantes de velocidad (minutos™).
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/.- TOXICIDAD OCULAR DE MEMANTINA

7.1.- ANALISIS CLINICO

Los resultados del analisis clinico de tolerancia ocular de memantina tras la

administracion intravitrea se recogen en la tabla 27.

No se produjeron incidencias durante la administracion del farmaco.
Solamente en uno de los ojos utilizados como control, en el que la paracentesis de
evacuacion del acuoso habia sido mas traumadtica, pudimos observar mediante
biomicroscopia, en el examen de la semana, una lesion periférica en el iris, en el
cuadrante nasal-inferior, a modo de iridectomia, coincidiendo con la localizacidén en

la que se habia realizado la puncion de la paracentesis.

Se produjo una variacion media en los valores de presion intraocular pre y
post- inyeccion de 2,5 mmHg en el grupo de 24 horas; y 2,0 mmHg en el grupo de
control de 7 dias; no encontrando significacion estadistica respecto a esta variacion
en ninguno de los grupos. El mayor valor de PIO no superd los 20 mmHg y se
alcanz6 en uno de los ojos administrados con la medicacion a las 24 horas de la

inyeccion.
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Seguridad clinica de memantina

Tiempo Andlisis | N°® ojos | Seg Ant* Iris Catarata VCS* Fondo de ojo
24 horas post 4 0,0,0,0 0,0,0,0 2,1,1,2 0,0,0,0 N,N,N,N

7 dias post 6 0,0,0,0,0,0 1,0,0,0,0,0 1,2,1,1,2,1 0,0,0,0,2,0 N,HR,N,N,HV,N
Controles 2 0,0 1,0 0,0 0,0 N,N

Tabla 27: Resultados del analisis clinico de tolerancia ocular de memantina tras la
administracion intravitrea (1.5 mg/animal).

Cada digito codifica la informaciéon para un ojo. 0: ausencia de evento; 1: presencia del
evento analizado, en grado leve; 2: presencia del evento en grado moderado; 3: presencia del
evento de forma grave.

*Seg Ant. Presencia de signos inflamatorios a nivel del segmento anterior, incluyendo
hiperemia conjuntival y quemosis o edema conjuntival.

Iris: presencia de ingurgitacion de vasos iridianos.

Catarata: 0: cristalino transparente; 1: opacidad leve del cristalino; 2: opacidad del cristalino
de densidad moderada; 3: catarata densa. No se codifica el tipo de catarata.

*VCS (de las siglas en inglés Vitreous Clarity Score): 0: vitreo claro; 1: turbidez vitrea que
produce leve oscurecimiento de los detalles retinianos; 2: turbidez moderada que permite
visualizacion de pequefos vasos retinianos; 3: turbidez importante que sélo permite
visualizacion de grandes vasos del polo posterior; 4: importante turbidez vitrea con intuicion
de la papila y fulgor retiniano. Fondo de ojo: N: normal; HR: hemorragia retiniana; HV:
hemorragia vitrea, EP: edema de papila optica; FR: fibrosis retiniana; IR: infiltrados
retinianos.

No se constataron signos clinicos inflamatorios a nivel del segmento anterior,
excepto en uno de los ojos administrados en el que se observo, a la semana de la
inyeccion, la presencia de una membrana de fibrina en el borde pupilar del iris con
ingurgitacion de vasos iridianos, pero sin pérdida de la transparencia corneal ni
células inflamatorias en cdmara anterior.

En todos los ojos administrados con memantina pudo detectarse mediante
biomicroscopia, la presencia de opacidades en el cristalino, incluso presentes en los
ojos analizados a las 24 horas postadministracion. Sin embargo, en los ojos blancos,

que habian recibido inyeccion de solucién salina, no se encontraron alteraciones en la
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transparencia del cristalino. En 8 de los 10 ojos que mostraron catarata, se trataba de
una opacidad focal, localizada en la capsula posterior del cristalino, central-
paracentral, con una densidad entre leve y moderada. En los otros 2 casos, la
opacidad afectdé de forma difusa a la cara posterior del cristalino, dificultando
levemente la exploracion del fondo de ojo.

Se encontrd solamente un caso de compromiso de la claridad vitrea, a
expensas de una hemorragia vitrea poco densa, que producia un leve oscurecimiento
en la visualizacién de los detalles retinianos, en uno de los ojos administrados, en el
control a los 7 dias postadministracion. No se evidenciaron en ningin caso
condensaciones vitreas ni precipitados de la medicacion inyectada, observando una
buena dispersion de la sustancia en el humor vitreo ya desde el dia siguiente a la
inyeccion.

Fue también un hallazgo aislado, la presencia en uno de los ojos del grupo de
analisis de 7 dias, de una hemorragia retiniana, localizada en el cuadrante TS del
globo ocular, coincidiendo con la zona de la inyeccion. Por su parte, en el examen
oftalmoscopico no se encontraron en ninguno de los ojos analizados, signos de
desprendimiento de retina, edema de papila, focos inflamatorios retinianos o areas de

fibrosis.

7.2.- ANALISIS HISTOPATOLOGICO

De cada ojo analizado se obtuvieron 3 secciones sagitales que se procesaron

segin los métodos histoldgicos rutinarios. De cada una de las secciones se
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obtuvieron cortes histologicos de 4 um, realizandose una tincion basica con
hematoxilina-eosina (H-E) para su observacion mediante microscopia dptica.

Los resultados del analisis histolégico mostraron en los ojos de 24 horas, la
presencia de células inflamatorias de tipo polimorfonucleares neutrofilos (PMN), a
nivel de limbo esclero-corneal y del canal de Schlemm, en la base del cuerpo ciliar y
en la cavidad vitrea (Fig. 34); observandose la sustitucion de éstos por células
mononucleadas de tipo linfocitos y macréfagos, en los ojos procesados a los 7 dias
de la inyeccion (Fig. 35). No se encontrd sin embargo, infiltracion de la retina por
células inflamatorias en ninguno de los casos.

La anatomia patologica de uno de los ojos del grupo de 7 dias que habia
mostrado signos inflamatorios a nivel del iris en la evaluacion clinica, confirmo la
existencia de congestion e hiperemia de los procesos ciliares (Fig. 36). No se
observaron signos inflamatorios a nivel de la cabeza del nervio Optico ni
peripapilares (Fig. 37), pero en alguno de los ojos, pudo identificarse en la luz de los
grandes vasos retinianos la presencia de una sustancia extrafia no identificada, de
caracteristicas tintoriales basoéfilas (Fig. 38).

Frente a los hallazgos de la biomicroscopia, el analisis histopatologico del
cristalino fue normal en todos los casos, no encontrando signos de desnaturalizacion
de proteinas o esclerosis del cristalino.

No se encontraron alteraciones en la transicion entre la capa de los
fotorreceptores y la retina neurosensorial, con conservacion de las proporciones y
arquitectura de las distintas capas retinianas (Fig. 39). S6lo en dos de los ojos,
pertenecientes al grupo de 24 horas, se detectd6 una zona localizada de

desestructuraciéon de la capa de células ganglionares (CGR) asociada a
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engrosamiento de la membrana limitante interna (MLI), que parecia coincidir con el
punto de inyeccion (Fig. 40). En algunos de los especimenes analizados se encontrd
cierto grado de distorsion a nivel de las capas externas de la retina, con disrupcion
del epitelio pigmentario (EPR) en algunas zonas, respondiendo probablemente a un
artefacto de la fijacion inducido por la manipulacién de los tejidos durante el
procesamiento de las muestras.

El examen microscépico detectd la presencia en uno de los ojos, a los 7 dias
de la administracion, de un desprendimiento de retina de tipo exudativo asociado a
un intenso edema coroideo, que sin embargo no fue identificado en el estudio

oftalmoscdpico (Fig. 41).
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Figura 34: Corte histologico de la base del cuerpo ciliar, mostrando la presencia de
polimorfonucleares neutréfilos en el tejido, a las 24 horas postadministracion de
0.5mg/0.1mL de memantina. (Tincién hematoxilina-eosina, x400).

Figura 35: Detalle del cuerpo ciliar infiltrado por mononucleares, en ojo de 7 dias tras
la administracion de 0.5mg/0.1mL de memantina. (Tincion hematoxilina-eosina, x200).
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Figura 36: Detalle de proceso ciliar iridiano con hiperemia y congestion vascular, en ojo de
de 7 dias tras la administracion de 0.5mg/0.lmL de memantina. (Tincion hematoxilina-
eosina, x100).

Figura 37: Detalle de papila del nervio optico de aspecto y morfologia normales. Se puede
evidenciar la presencia de células inflamatorias en cavidad vitrea posterior (Tincion
hematoxilina-eosina, x100).
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Figura 38: Corte histologico a nivel de la cabeza del nervio Optico, en el que puede
observarse la presencia de una sustancia extrafia no identificada en la luz de los grandes
vasos. (Tincion hematoxilina-eosina, x400).

=g =70 e

Figura 39: Corte histologico de la retina, en el que puede observarse la conservacion de la
arquitectura y proporciones normales de las distintas capas retinianas. (Tincion
hematoxilina-eosina, x400).
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Figura 40: Corte de la retina proxima a la papila Optica de aspecto normal en el que se
evidencia la presencia de cé¢lulas inflamatorias en vitreo en contacto con la superficie interna
de la retina, en ojo de 24 horas tras la administracion de 0.5mg/0.lmL de memantina.

(Tincién hematoxilina-eosina, x400).

Figura 41: Corte histologico en el que se muestra la imagen de un desprendimiento de retina
localizado con edema coroideo subyacente. En la parte baja de la imagen se visualiza la
corio-capilar como una capa vascular con intenso componente edematoso. (Tincion

hematoxilina-eosina, x200).
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8.- NUEVA FORMULACION OFTALMICA

Los datos relativos a la caracterizacion y andlisis morfologico de las
nanoparticulas de Gantrez AN®, asi como al rendimiento de encapsulacion y perfil de
liberacion in vitro de las nanoparticulas, se muestran en el apartado correspondiente
del Anexo II.

En dicho anexo se recogen también los resultados del estudio de seguridad y
tolerancia ocular de las nanoparticulas blancas (no cargadas con medicacion), tras su

administracion subtenon e intravitrea (Anexo II).
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El trabajo presentado ha tenido como objetivos fundamentales establecer las
caracteristicas cinéticas y de biodisponibilidad ocular de memantina, farmaco
neuroprotector con posibilidades terapéuticas en el tratamiento del glaucoma,
analizando su capacidad de penetracion en el segmento posterior del ojo desde la via
periocular subtenon, comparando ésta con la via endovenosa, como via de
administracion sistémica basica en un analisis farmacocinético, y con la via
intravitrea, utilizada como via de administracion de referencia.

Hemos planteado el estudio de las caracteristicas cinéticas de tres
formulaciones distintas de memantina, una formulaciéon estandar de memantina en
solucion salina y dos formulaciones viscosas, tedricamente retardantes, obtenidas
mediante la adicion de dos Dbiopolimeros distintos: metilcelulosa y
polivinilpirrolidona. Asi mismo, hemos realizado distintas experiencias con el objeto
de conocer las caracteristicas de biodisponibilidad ocular de memantina desde cada
una de las vias mencionadas (subtenon posterior, intravitrea y endovenosa),
estableciendo comparaciones entre ellas. También se han planteado una serie de
experiencias destinadas al andlisis de toxicidad ocular de memantina tras su
administracion intravitrea. Finalmente, se presentan los resultados iniciales derivados
del analisis de una formulacion de memantina a base de nanoparticulas de Gantrez
AN®, en relacion con el proceso de elaboracion, rendimiento de encapsulacion y
perfil de liberacion in vitro, asi como los datos resultantes de su estudio de seguridad

ocular, los cuales se presentan como anexo a este documento (Anexo II).
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Algunos autores sefialan que la disposicion ocular de una sustancia en los
distintos tejidos oculares se ve influenciada por la via de administracion utilizada
(Hughes, 2005)- Asi, los fArmacos administrados por via tdpica, en forma de gotas, no
alcanzan en concentracion suficiente el segmento posterior del 0jo (uri, 2006), ¥ 1a via
sistémica —oral o endovenosa- presenta una baja biodisponibilidad ocular con un alto
indice de efectos secundarios sistémicos (ranta, 2006)- Frente a éstas, la administracion
intravitrea ofrece una excelente biodisponibilidad ocular con un menor riesgo de
efectos secundarios sistémicos, sin embargo, es una via de administracion invasiva
con un alto indice de complicaciones oculares (ranta, 2006). Por su parte, la via de
administracion periocular es capaz de conseguir altas concentraciones del farmaco en
vitreo con la ventaja de presentar menos complicaciones oculares que las inyecciones
intravitreas, las cuales se reducen basicamente a casos leves de quemosis conjuntival
y hemorragias subconjuntivales, por lo que se ha convertido en una alternativa 1til en
el tratamiento de enfermedades que afectan a estructuras del segmento posterior del
ojo (retina, coroides y humor vitreo) (Gnate, 2006)-

Mediante las inyecciones perioculares es posible conseguir concentraciones
del farmaco en vitreo superiores a las alcanzadas tras la administracion topica,
aprovechando el paso transescleral de la sustancia (liberacion transescleral de
farmacos) (ranta, 2006 En este sentido, los resultados de estudios llevados a cabo por
distintos autores, proponen la administracién subtenon posterior (o yuxtaescleral
posterior), como una alternativa valida para la liberacion de farmacos al segmento
posterior del ojo, alcanzando frente a otras modalidades de administracién periocular

(subconjuntival, retro- o peribulbar), las mayores concentraciones en vitreo con los
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menores indices de toxicidad sistémica (rerrante, 2004; Ghate, 2007)- 11as la administracion
retrobulbar (RB) y subtenon posterior (STP) las sustancias alcanzan el vitreo
fundamentalmente desde la coroides, a partir de una absorcion transescleral, de
manera que las concentraciones pico de la sustancia en humor vitreo estaran
directamente condicionadas por las concentraciones pico alcanzadas en el tejido
coroideo, y el mantenimiento de dichas concentraciones, favorecera la difusion de la
sustancia hacia la retina, a favor de gradiente de concentracion. Tras Ia
administracion subconjuntival (SC), sin embargo, las sustancias alcanzan el humor
vitreo difundiendo fundamentalmente desde el segmento anterior del ojo, ya que en
este caso, la sustancia se encuentra emplazada proxima al cuerpo ciliar, lo que
facilita su difusion en el humor acuoso alcanzando elevadas concentraciones a este
nivel, para difundir después hacia el humor vitreo, a favor de gradiente de
concentracion (Ghate, 2007). 1e0Oricamente la administracion subtenon posterior (STP)
permite el emplazamiento de la sustancia cerca de la esclera y relativamente mas
alejada de la circulacion orbitaria que las administraciones retro- o peribulbar, con lo
que, tras la administracion STP podrian alcanzarse niveles en vitreo superiores a los
de la administracion retrobulbar o peribulbar, con una menor absorcion sistémica de
la sustancia y menor riesgo de efectos secundarios (rerrante, 2004; Ghate, 2007)-

La permeabilidad de la coérnea para las distintas sustancias se encuentra
limitada por el coeficiente de particion de las mismas, y memantina, por su caracter
anfipatico es una molécula que difundira facilmente a través tanto del epitelio y
endotelio corneales (lipofilicos) como del estroma (hidrofilico). Frente a la cornea, la
permeabilidad del tejido escleral estd condicionada fundamentalmente por el tamafio

y peso molecular de la sustancia (la permeabilidad escleral es inversamente
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proporcional al peso y radio molecular de la sustancia) (Geroski, 2001; Olsen, 2002), Y
memantina, en base a su bajo peso molecular (215.76 kDa) y relativa solubilidad en
agua, se convierte en un candidato ideal para penetrar a través de la esclera, a
diferencia de otros compuestos altamente liposolubles como brimonidina, que han
mostrado una difusion transescleral més lenta y menor tras la administracién
periocular, en base a su elevado coeficiente de interaccion con las proteinas del tejido

escleral y con el pigmento melanico kompella, 2003)-

La técnica que hemos utilizado para la administraciéon de memantina en el
espacio subtenon posterior (STP) se ha basado en la técnica descrita por Venkatesh
para la inyecciéon de corticoides en el tratamiento del edema macular quistico
secundario a uveitis intermedias. Segin esta técnica, utilizando una cénula
intravenosa flexible de politetrafluoroetileno (PTFE), se consigue el correcto
emplazamiento del farmaco en dicho espacio virtual, minimizando el riesgo de
perforacion del globo ocular frente a la técnica convencional descrita por Smith y
Nozik o a la técnica de inyeccion subtenon en el suelo de la orbita (venkatesh, 2008). En
todos los casos, después de la inyeccion, al proceder a la retirada de la canula,
aplicamos un mecanismo de contrapresion para minimizar el posible reflujo de la
medicacion a través de la zona de puncion (augustin, 2005; Kaiser, 2007)-

La administracion intravitrea se realizd6 mediante inyeccion con aguja de
30Gs en el cuadrante temporal-superior, a 2.5-3mm del limbo esclero-corneal (parza,
1993), perpendicularmente a la esclera pero dirigiendo la punta de la aguja hacia el
centro del globo ocular, tal y como recomiendan las guias de la Sociedad Espafiola

de Retina y Vitreo (SERV) sobre el manejo de las inyecciones intravitreas en
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humanos, con el objeto de superar el cristalino y no inducir la formacion de catarata
traumatica (arias, 2009). Previa a la inyeccion intravitrea, realizamos en todos los casos
una paracentesis (30Gs) en camara anterior para la evacuacion de humor acuoso
(aproximadamente 0.05 mL) con el objeto evitar el posible reflujo de la medicacion
tras la inyeccion.

Hemos utilizado la via endovenosa como via sistémica alternativa para
comparar la biodisponibilidad ocular de memantina frente a la administracion
periocular, ya que, memantina como farmaco hidrosoluble, permite su
administracion en solucion por via endovenosa. Otros autores, en sus estudios
comparativos de biodisponibilidad ocular, recurren a las inyecciones
intraperitoneales como via de administracion sistémica, ya que al trabajar con
moléculas poco solubles, estdin condicionados a formularlas en  suspension,
existiendo riesgo de embolizacion si se administraran por via endovenosa
(Ayalasomayajula, 2004). La administraciéon endovenosa de memantina se realiz6 en dos
modalidades, en dosis Unica y en infusion, la primera con el objeto de caracterizar la
cinética plasmatica de la molécula, y en ambos casos con el objeto de analizar las
caracteristicas de biodisponibilidad ocular de memantina tras su administracion

sistémica.

La dosis de memantina administrada en nuestro estudio, estuvo condicionada
por la cantidad maxima de memantina que podia ser solubilizada, asi como por el
volumen maximo de la solucidon que podia ser inyectado por cada una de las vias, sin
problemas de reflujo, resultando de ello la administracion de 4.5 mg/animal de

memantina, en un volumen de 0.3 mL por via subtenon, y de 1.5 mg/animal, en un
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volumen de 0.1 mL por via intravitrea. Estas dosis se encuentran en el rango de las
utilizadas en estudios de farmacocinética ocular con otras sustancias, como por
ejemplo, las utilizadas por Cheng en sus estudios con un inhibidor de
metaloproteasas (cheng, 2001). Para la administraciéon endovenosa de memantina en
bolo, elegimos una dosis idéntica a la administrada por via periocular (4.5
mg/animal), con el objeto de que los resultados fueran directamente comparables.

La administracién de memantina, se realizé en todos los casos bajo sedacion-
anestesia del animal, excepto en los casos de la administracion endovenosa. A
diferencia de otras condiciones experimentales, como la raza del animal (conejos
pigmentados o no pigmentados), la condicion de ojos faquicos frente afaquicos, o
condiciones de infeccion-inflamacion ocular  (ama, 1993, que pueden alterar las
propiedades de las barreras hematorretiniana y hematoacuosa ¢ influir en la
distribucion ocular de la sustancia, se cree que la anestesia general no interfiere de

manera significativa en los resultados de biodisponibilidad ocular (ayalasomayajula, 2004)-

Hemos estudiado la cinética vitrea de memantina con objeto de conocer la
liberacion de memantina al segmento posterior tras su administracion periocular, al
ser la retina el tejido diana en el dafio glaucomatoso, y dado que, la mayoria de los
estudios sobre farmacocinética ocular del segmento posterior miden concentraciones
de la sustancia en vitreo como concentraciones representativas de las alcanzadas a
nivel retiniano (e, 200411y Por otra parte, el analisis de los niveles retinianos o retino-
coroideos, exige la disponibilidad, utilizacion y puesta a punto medios analiticos

mas costosos, y por tanto, menos accesibles en muchos laboratorios (cheng, 2001; Chevuru,

2008; Amrite, 2008)-
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Las muestras de humor vitreo se obtuvieron a partir de globos oculares
enucleados y congelados, siguiendo la metodologia descrita por Cheng en sus
estudios de toxicidad ocular de un profarmaco del foscarnet (cheng, 1999). También es
posible la obtencion de muestras de humor vitreo mediante puncidn-aspiracion
directa del material vitreo con el animal anestesiado (ara, 1993), Sin embargo, esta
modalidad no estaria exenta de una posible contaminacion de la muestra por la
presencia de restos del farmaco administrado en los tejidos perioculares, y
metodoldgicamente es un procedimiento mas complejo por cuanto existe riesgo de
lesionar la retina y/o de aspirar material del cristalino.

Debemos tener en cuenta que una de las principales limitaciones de los
estudios de farmacocinética ocular se relaciona con la obtencidén de las muestras,
pues la obtencion de especimenes de los tejidos oculares supone, en la mayoria de los
casos, la enucleacion del globo ocular completo, lo que se traduce en un elevado
numero de animales requeridos para poder llevarlos a cabo. Por otra parte, al evaluar
concentraciones intraoculares, cada muestra cinética proviene de un animal diferente,
lo que lleva implicito también una importante variabilidad de los resultados

experimentales.

Varias han sido las razones por las que hemos utilizado el conejo como
especie animal para nuestro estudio. En primer lugar, el conejo se ha utilizado
habitualmente como modelo en estudios de farmacocinética ocular in vivo, por su
facil disponibilidad en cualquier laboratorio experimental (maurice, 2001 Carcaboso, 2007)- ENl
segundo lugar, la permeabilidad de la esclera del conejo esta proéxima a la de la

esclera humana (ampati, 2000, presentando ademds, un espesor similar en ambas
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especies (0.25 y 0.39 mm, a nivel del ecuador del globo ocular, en el conejo y en la
especie humana respectivamente), presentando un indice de permeabilidad amplio
que incluye a solutos de diversa naturaleza y con un amplio rango de pesos
moleculares, superiores incluso a los 150 kDa (ambati, 2000)- En tercer lugar, el volumen
de humor vitreo en el ojo del conejo es de 1.4 mL (cheng, 1999), siendo éste, un volumen
suficiente desde el punto de vista de nuestra analitica, mas préximo ademas al del ojo
humano (4 mL) que el de otras especies animales como la rata. Frente al conejo,
animales mas pequefios como la rata, han sido muy utilizados en experimentacion
oftalmolégica por sus ventajas metodologicas, pero desde el punto de vista
anatomico los ojos de estos animales se alejan bastante de los del humano. Por su
parte, los mamiferos superiores como el mono, filogenéticamente mas emparentados
con el hombre, tienen un uso limitado en el laboratorio por sus inconvenientes éticos
y econdémicos. En los ultimos afos, el cerdo se esta utilizando cada vez mas como
modelo en estudios de liberacion transescleral in vivo, por la similitud anatémica y
estructural de su esclera con la del ojo humano, asi como por analogias con la
vascularizacion retiniana, flujo sanguineo coroideo y epitelio pigmentario retiniano
humanos (oisen, 2002)- Sin embargo, aspectos de tipo ético y econdmico, asi como el
rapido crecimiento de estos animales dificulta su utilizacion en estudios in vivo de
largo tiempo de seguimiento.

Ghate (2007) en sus estudios de farmacocinética ocular sefiala la existencia en
el conejo de una comunicacion directa entre las circulaciones orbitarias de ambos
ojos, que condicionara la consecucion de concentraciones en el ojo contralateral
superiores a las que cabria esperar en humanos, y una mayor absorcion sistémica de

las sustancias administradas periocularmente (Ghate, 2007)- Este hecho nos ha llevado a
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analizar en nuestro estudio las concentraciones de memantina alcanzadas en los ojos
contralaterales tras la administracién periocular-subtenon. Por otra parte, el flujo
sanguineo coroideo en el conejo es mayor que en los primates ok, 2006, 10 que
podria condicionar en nuestras experiencias una penetracion transescleral inferior a
lo esperable en humanos debido a un mayor aclaramiento de la sustancia por la
circulacion sanguinea coroidea. También debemos tener en cuenta, las diferencias
existentes entre la vascularizacion retiniana del conejo y la del ojo humano, a la hora
de comparar nuestros resultados con los que se hayan podido obtener de estudios
previos con memantina en humanos o en otras especies animales (ratas o cerdos), ya
que la retina humana presenta una vascularizacion total (holangidtica) mientras que
la retina del conejo presenta una vascularizacion parcial (merangidtica), con
localizacién de los vasos retinianos inicamente en la region de los radios medulares.
Hemos trabajado con conejos albinos y no con conejos pigmentados, pues
aunque es bien conocido el alto grado de interaccion de memantina con el pigmento
melanico y la influencia de este hecho en la disposicion ocular de la sustancia koeberle,
2006; Cheruvu, 2008), 1@ accesibilidad y disponibilidad de animales pigmentados ha sido
limitada en nuestro caso. Puesto que el ojo humano contiene alta densidad de
pigmento meldnico a nivel del tejido uveal (iris, cuerpo ciliar y coroides) y que
nuestro modelo, al trabajar en conejos albinos, no reproduce esta condicion, es
probable que nuestros resultados no sean totalmente comparables a lo que habria de
suceder en humanos, ya que la biodisponibilidad de la sustancia estara condicionada

por esta interaccion memantina-melanina.
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Ya que los resultados farmacocinéticos pueden verse alterados por
determinadas patologias, el estado sanitario de los animales fue criterio de seleccion
en nuestro estudio. Trabajamos con hembras, adultas, pues aunque no existen
indicios en la literatura de diferencias farmacocinéticas respecto al factor sexo, la
mayor disponibilidad de hembras condicioné esta proporcion. Por su parte, el hecho
de trabajar con animales adultos ha permitido asegurar la madurez de los sistemas
renal y hepdtico, implicados en los procesos de eliminacion y metabolismo del

farmaco.

El principio activo con el que hemos trabajado es memantina, una amina
triciclica, de compleja determinacion analitica, ya que carece de absorcion en el
espectro visible, en el ultravioleta y/o en el fluorescente. Ademas, la ausencia de
grupos cromoforos en su estructura hace que no sea posible su cuantificacion por
métodos cromatograficos convencionales mediante deteccion por fluorescencia o
ultravioleta, siendo necesaria la reaccion de derivatizacién con otro compuesto que
aporte dichos grupos.

Para llevar a cabo la determinacion de memantina en muestras biologicas,
buscamos un método sencillo, sensible, rapido y reproducible, basado en la
utilizacion de sistemas analiticos que fueran accesibles y estuvieran potencialmente
disponibles en la mayoria de los laboratorios. Se han utilizado diversos métodos
analiticos para la determinacion de amantadina (antiviral analogo de memantina) y
sus derivados en muestras bioldgicas, del tipo de la cromatografia de gases o la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) (pun, 200s), utilizando distintos agentes

derivatizantes como el cloruro de pentafluorobenzoilo (rakestraw, 1993), €l cloruro de
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tricloroacetilo, derivados del dinitrobenceno (van per Horst, 1990), €l cloruro de dansilo
(Higashi, 2005) O €l oftaldehido (OPA) (zarghi, 2010). De entre estos métodos analiticos, los
que utilizan la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con reaccién de
derivatizacion precolumna son de eleccion en la determinacion de memantina y/o de
compuestos analogos (suckow, 1999). Aunque se han desarrollado diversos estudios sobre
metodologia analitica para la determinaciéon de memantina y derivados de
amantadina en muestras bioldgicas de plasma, liquido cefalorraquideo y orina, los
resultados de éstos se han visto limitados por la falta de un estindar interno
adecuado, por la inestabilidad de los productos de derivatizacion, por los largos
procedimientos y bajos rendimientos de extraccion, por la baja sensibilidad del
método con largos tiempos de elucidon, y/o por el elevado coste econdmico del
Proceso (zarghi, 2010). En otras ocasiones, el método de andlisis propuesto no resulta de
facil acceso en un laboratorio de experimentacion basica, como es el caso de la
espectrofotometria de masas (komhuber, 2006)-

Nosotros hemos realizado la determinacion analitica de memantina mediante
cromatografia liquida de alta resolucion o de altas presiones (HPLC), con reaccion de
derivatizacion precolumna, utilizando el 9-fluoroenilmetil cloroformiato (FMOC-CI)
como agente derivatizante, que ha demostrado ser adecuado como marcador de
fluorescencia de aminas primarias y secundarias, y ha sido utilizado con éxito en el
analisis de aminodacidos, antibidticos aminoglicdsidos y de otros compuestos con
grupos amino (seead, 1997)- Hare utiliza un método para la determinacion de memantina
en plasma y humor vitreo de monos, basado en la técnica de HPLC y derivatizacion
con FMOC-CI (Hare, 2004), pero el autor no describe la optimizacion de los parametros

analiticos ni tampoco da informacion sobre el estandar interno utilizado o el limite de
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cuantificacion alcanzado. Nosotros hemos realizado la optimizacion de la reaccion de
derivatizacion, asi como de las condiciones cromatograficas tal y como se describe
en el Anexo L.

Desde el punto de vista metodoloégico, una importante limitacion de este
trabajo, como estudio de farmacocinética ocular, ha estado relacionada con la
aplicaciéon de una metodologia cinética tradicional que indefectiblemente usa
métodos invasivos, los cuales exigen el sacrificio de un animal para el muestreo de
cada tiempo cinético. Frente a éstos, la fluorofotometria ocular es una técnica no
invasiva, que no requiere anestesia ni implica alteracion de las estructuras oculares, y
permite determinar la concentracion de compuestos marcados con fluoresceina en
humor acuoso, vitreo y/o retina, en tiempo real (Ghate, 2007); Sin embargo, las exigencias
metodoldgicas y la dotacion de medios, han limitado su utilizacion en nuestro
estudio. Otra posibilidad dentro de los estudios de farmacocinética ocular es la
utilizacion de metodologia in vitro, por ejemplo, mediante “modelos de o6rgano
perfundido” como los utilizados por Koeberle (2006), que presentan una serie de
ventajas frente a las experiencias in vivo. Estos modelos permiten aislar el ojo de los
efectos reguladores del sistema nervioso, del sistema vascular y del sistema
hormonal, facilitando de esta manera la interpretacion de los resultados
experimentales y disminuyendo la variabilidad de los mismos. Ademas, en
condiciones in vitro es posible trabajar con concentraciones altas del fairmaco sin
riesgo de sufrimiento del animal. Sin embargo, es dificil desarrollar modelos in vitro
que mantengan su viabilidad durante periodos de tiempo suficientemente
prolongados como para poder estudiar la disposicion y metabolismo del farmaco

administrado (koeberle, 2006); ¥ pOr otra parte, los estudios farmacocinéticos in vivo
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permiten una evaluacion mdas exacta del papel de las barreras oculares en la

penetracion transescleral de sustancias administradas periocularmente Gnate, 2007)-

Los datos de concentracion vitrea y plasmatica de memantina se han
analizado, desde el punto de vista cinético, en base a la teoria del analisis
compartimental, encontrando una buena correlacion entre los valores observados y
los valores calculados por el modelo elegido, para todos los tiempos de muestreo y
en todas las experiencias realizadas. Por esta razon no hemos realizado en nuestro
estudio un andlisis no compartimental, ain cuando, éste permite trabajar con un
menor artificio matematico, y permite la estimacion de parametros cinéticos
basandose exclusivamente en datos objetivos, sin necesidad de su ajuste a un modelo
concreto (kinabo, 1989). Ademads, nuestro trabajo no ha pretendido establecer las pautas
posoldgicas de memantina para su administraciéon ocular, lo que se podria haber
logrado mas facilmente a partir de un analisis no compartimental, sino definir el
comportamiento cinético y distribucion ocular de memantina, para lo cual los
modelos compartimentales se consideran mas adecuados (kinabo, 1989 En este
momento, debemos realizar una consideracion general en cuanto al analisis de este
apartado del estudio, ya que las altas desviaciones estandar en los datos
experimentales de concentraciones de memantina en humor vitreo tras la
administracion subtenon, fueron inicialmente motivo de preocupacion respecto a la
valoracion posterior de los resultados. Sin embargo, hemos encontrado que esta
tendencia se repite en la mayoria de los estudios relacionados con la liberacién y
administraciéon de farmacos al segmento posterior del 0jO (robinson, 2006; Ghate, 2007),

probablemente por la dificultad de posicionar las inyecciones exactamente en la
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misma localizacion cada vez, incluso cuando éstas han sido realizadas por el mismo
investigador. De esta manera, creemos que la proximidad del deposito-mediacién a
los vasos sanguineos conjuntivales y epiesclerales (que como hemos comentado
contribuiran al aclaramiento de la sustancia) y/o a pars-plana (considerada la region
de la esclera de menor resistencia a la penetracion de compuestos) (vi, 2004) Sera
variable en funcidén del posicionamiento exacto de la inyeccion, y que ésta, en
consecuencia, podra inducir cierta variabilidad en la penetracion de la sustancia
administrada (Ghate, 2007)-

La informacion de que se dispone sobre la farmacocinética de memantina es
escasa, basicamente datos relacionados con la cinética plasmatica de memantina en
humanos tras su administracion por via oral en dosis multiples (ckeage, 2009), ¥ algunas
referencias sobre farmacocinética ocular de memantina en animales Vivos (tughes, 2005)
y en modelos in vitro de organo perfundido (kocberle, 2006), €0 las que se estudia la
disposicion ocular de memantina tras su administracién topica y sistémica, no
encontrando referencias sobre penetracion ocular de memantina tras su

administracion periocular.

Hemos estudiado las caracteristicas farmacocinéticas de memantina y su
biodisponibilidad ocular, no hemos pretendido realizar un estudio de efectividad de
la sustancia. Para ello hemos planteado nuestro trabajo en base al estudio del
comportamiento cinético de memantina tras la administracion subtenon e intravitrea
de tres formulaciones medicamentosas con distinta viscosidad, con el objeto de
comprobar la existencia o no de modificaciones en el comportamiento vitreo de la

sustancia. Kesavan (2011) hace una revision sobre nuevas formulaciones de
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liberacion sostenida en farmacologia ocular, en la que repasa el uso de distintos
polimeros —naturales y sintéticos- en la elaboracion de las mismas, entre los que
incluye la metilcelulosa (Mc) y la polivinilpirrolidona (Pvp) (kesavan, 2011). En nuestro
caso, hemos trabajado con formulaciones viscosas a partir de la incorporacién de dos
polimeros sintéticos: metilcelulosa, con unas caracteristicas de viscosidad de 4.000
cPs (centipoise), y polivinilpirrolidona 10, con un peso molecular de 10.000 Da,
preparando diluciones acuosas de cada una de ellos al 0.5 % y al 1%,
respectivamente. La decision de utilizar dichas concentraciones implica considerar el
grado de viscosidad que pueden condicionar en la formulacion usada. En nuestro
caso, y tras pruebas preliminares (no descritas en el presente trabajo) con distintas
concentraciones de los agentes mencionados, pudimos observar reacciones irritativas
de la superficie ocular, mas o menos intensas, cuando se utilizaban concentraciones
superiores de estos agentes, por lo que no pudimos superar dichos niveles en nuestras

formulaciones.

En nuestro estudio, un modelo monocompartimental con absorcion ha
caracterizado la cinética vitrea de memantina tras su administracion subtenon,
presentando una absorcion y eliminacion muy rapidas, no encontrando diferencias
significativas entre las formulaciones ensayadas en cuanto a los parametros cinéticos
de absorcion y eliminacidon, ni tampoco en los valores medios de Cp.x y AUC's
encontrados. Tras la administracion subtenon de memantina pudimos observar una
primera fase, entre los 10 y los 60 minutos postadministraciéon, en la que se
alcanzaron altas concentraciones de memantina en vitreo (35-40 pg/mL), las cuales

descendieron rapidamente, y una segunda fase, mas alld de la primera hora
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postadministracion, en la que encontramos niveles bajos de memantina en vitreo pero
mas sostenidos, siendo éste un comportamiento similar al descrito por Cheng (2001)
en sus experiencias subtenon con un inhibidor de metaloproteasas (cheng, 2001)-

La rapida caida inicial de los niveles de memantina en vitreo, podria
explicarse en parte por un falseamiento de los valores de concentracion pico
condicionada por una posible contaminaciéon de la muestra en el momento de la
extraccion, por el farmaco remanente en los tejidos perioculares, o por una
estimulacion temporal de los mecanismos de eliminacién vitrea después de la
inyeccion, tal y como sugiriera Barza 1993 en sus estudios de farmacocinética ocular
tras la administracion subconjuntival de cefalosporinas de tercera generacion (zarza,
1993).

Geroski senala que la absorcion transescleral de sustancias administradas
periocularmente ocurre, en general, de forma rapida, salvo que se considere la
utilizacion de dispositivos de liberacion sostenida (Geroski, 2000 Ambati sefiala la
influencia del peso y del radio molecular de la sustancia en la velocidad de absorcion
a través de la esclera (ambati, 2000)-

Hemos encontrado una rapida absorcion de memantina a vitreo desde el
espacio periocular para las tres formulaciones. Teoéricamente la administracion
subtenon de memantina en solucion salina deberia producir altas concentraciones de
la sustancia en vitreo, incluso superiores a las obtenidas con las otras dos
formulaciones (Mc y Pvp) y de forma mas rdpida, respondiendo a una difusion
transescleral de memantina mas rapida a partir de la solucién salina (Ss) que a partir
de las soluciones viscosas de metilcelulosa y polivinilpirrolidona, potencialmente

retardantes; en la linea de lo observado por Gilbert en sus experiencias de difusion
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transescleral de cisplatino tras administracion subconjuntival en matriz de colagena
versus solucién de BSS (solucion salina balanceada) (Giiert, 2003). Sin embargo, en
nuestro caso, las mayores concentraciones de memantina en vitreo tras la
administracion subtenon se obtuvieron con la formulaciéon Mc (Cyax= 38.67 pg/mL
frente a los 35.09, y 36.70 ug/mL de las formulaciones Ss y Pvp respectivamente), y
por su parte, la velocidad de absorcion de memantina a vitreo fue mayor a partir de la
formulacion Pvp (con tiempos de vida media de absorcion (Ty,,,) de 0.87 minutos
para la formulacion Pvp frente a los 1.10, 1.22 minutos de las formulaciones Ss y
Mc, respectivamente), aunque no se encontraron diferencias significativas entre las
formulaciones en cuanto a dichos parametros. La eliminacién de memantina desde
vitreo fue también muy rapida para las tres formulaciones, con tiempos de vida
media (Tj.) que oscilaron entre los 11 y 15 minutos, no mostrando diferencias
significativas entre ellas.

Se puede decir por tanto, que el comportamiento cinético vitreo de memantina
tras la administracion subtenon fue similar para las tres formulaciones tanto desde el
punto de vista de la absorcion desde el espacio periocular como de la eliminacion
desde el compartimento vitreo, debido posiblemente, a que las proporciones
utilizadas de los agentes viscosizantes (Mc y Pvp) no fueron lo suficientemente altas
como para producir modificaciones en la viscosidad de las soluciones, condicionadas
éstas por aspectos relacionados con la tolerancia ocular, como ya se ha mencionado
anteriormente.

Tras la administracion subtenon, observamos un paso rapido de memantina a
sangre desde el espacio periocular, coincidiendo con lo observado también tras la

administracion subconjuntival de otras sustancias (Bama, 1993; Ayalasomayajula, 2004). El
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ajuste de los niveles plasmaticos de memantina tras la administracién subtenon
respondié a un modelo bicompartimental con absorcion. Se detectaron niveles de
memantina en plasma hasta los 500 minutos para la formulacion Ss y hasta los 1440
minutos, para las formulaciones viscosas (Mc y Pvp), con tiempos de vida media de
eliminacion (Ty,.) que oscilaron entre los 386 y 894 minutos, siendo ésta mas
rapida para la formulacion Ss que para las otras dos formulaciones aunque de forma
no estadisticamente significativa, si tenemos en cuenta que la variabilidad de los
datos experimentales para las formulaciones Mc y Pvp hizo que los valores medios
de dicho parametro se vieran arrastrados por los valores extremos tomados por el
sujeto 2, en ambos casos. Los niveles plasmaticos de memantina fueron menores en
el caso de las formulaciones Mc y Pvp, siendo la formulacion Ss la que presentd la
constante de absorcion plasmatica (Kgp) mas alta de las tres formulaciones (0.34
minutos™), aunque las diferencias entre ellas no fueron estadisticamente
significativas. Este hecho, concuerda con la idea tedrica de que dichos biopolimeros
(metilcelulosa y polivinilpirrolidona) actuarian aumentando la viscosidad de la
formulacién y disminuyendo su aclaramiento sanguineo, al enlentecer su absorcion
plasmatica.

Ayalasomayajula (2004) senala que los niveles vitreos en los ojos
contralaterales tras la administracion periocular pueden servir como marcador de
niveles sistémicos y de recirculacion (ayalasomayajula, 2004 En este sentido, si las
concentraciones pico de memantina en vitreo se hubieran alcanzado simultdneamente
(Tmax—administrados = Tmax— contralaterales) Yy En la misma pTOPOTCién (Cmax—administrados = Cmax—
contralaterales) €N 108 0jos administrados y en los contralaterales, entonces tendriamos

que suponer un papel predominante de la via hematica en la absorcion de memantina
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tras su administracion subtenon. Sin embargo, la gran diferencia observada en las
concentraciones pico entre los ojos administrados y los ojos contralaterales (Cpax-
administrados > Cmax-contralaterales), justifica una mayor contribucion de la absorcion local
frente a la absorcion sistémica en la consecucion de niveles vitreos tras la
administracion subtenon. De la misma manera, la demora con que se alcanzo dicha
concentracion maxima en los ojos contralaterales frente a los administrados (Tyax-
administrados < | max-contralaterales), ju€ga a favor de un papel predominante de la absorcion
local en los ojos administrados periocularmente.

La cinética vitrea de memantina en los ojos contralaterales tras la
administracion subtenon fue mas lenta que la observada en los ojos administrados. A
este respecto vemos como los AUC’s de niveles vitreos tras la administracion
subtenon fueron mayores en los ojos administrados (738.4, 1057.5 y 826.4
ug*min/mL para las formulaciones Ss, Mc y Pvp) que en los ojos contralaterales
(11.32, 1133 y 7.3 pg*min/mL para dichas formulaciones respectivamente),
justificado posiblemente por una disponibilidad ocular de memantina en los ojos
contralaterales debida a la absorcion por via hematica, en la que la barrera
hematorretiniana interna serd un factor condicionante.

Frente a lo observado por Carcaboso en sus estudios con topotecan (farmaco
antitumoral) tras administracion periocular y endovenosa en infusién, en los que
defiende una importante absorcion sistémica de la sustancia frente a la absorcion
transescleral (carcaboso, 2007, nuestros resultados hablan a favor de una absorcion
transescleral predominante para memantina tras su administracion periocular-
subtenon, con valores de los AUC’s de niveles vitreos claramente superiores para la

administracion subtenon (738.4 pg*min/mL, para la formulacion Ss) frente a la via
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endovenosa (26.4 pg*min/mL), y una constante de absorcion memantina desde el
espacio periocular a vitreo (Ka.iv= 0.69 minutos™) mayor que la constante de
absorcion desde el espacio periocular a plasma (Kgp= 0.34 minutos'l). Podemos
tener una idea aproximada de la contribucion de la via hematica en la consecucion de
niveles vitreos tras la administracion subtenon a partir del analisis de los AUC's de
los niveles vitreos en los ojos contralaterales (11.32 pg*min/mL), para la
formulacion salina, los cuales fueron del orden a los obtenidos tras la administracion
sistémica endovenosa en dosis tUnica (26.42 ug*min/mL).

Es posible hacer una estimacion de la proporcion de la sustancia administrada
que penetra en el ojo mediante absorcién local, ya sea por difusion directa
transescleral, penetracion a través de pars-plana o difundiendo desde la camara
anterior del o0jo. A esto es a lo que Ayalasomayajula y su grupo de colaboradores
denominaron porcentaje de absorcion local (% local delivery), y que en nuestro caso
ha resultado ser del 98.4%, 98.9% y 99.1% para las formulaciones Ss, Mc y Pvp
respectivamente; valores similares al encontrado tras la administracion
subconjuntival de celecoxib (ayatasomayajula, 2004, Y que dan una idea del importante
papel de la absorcion local de memantina tras la administracidon subtenon.

Por su parte, la pérdida de dosis tras la administracion periocular debida al
aclaramiento de la sustancia del lugar de la inyeccion, por la circulacion sanguinea
conjuntival y epiescleral, ha sido analizada por diversos autores en experiencias en
animales muertos, viendo como los niveles alcanzados en los tejidos oculares en
estas condiciones son superiores a los alcanzados en animales Vivos (carcaboso, 2007)- Las
experiencias postmortem planteadas en nuestro estudio, han sido utilizadas como

modelo para estudiar especificamente el efecto del aclaramiento sanguineo en los
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niveles vitreos alcanzados tras la administracion subtenon de memantina, ya que
como sugirieran Robinson (2006), Pontes de Carvalho (2006) y Ghate (2007) a partir
de sus experiencias, las circulaciones linfatica y sanguinea, conjuntival y epiescleral,
constituyen una barrera dindmica importante en la penetracion directa de sustancias
administradas periocularmente (Robinson, 2006; Pontes de Carvalho, 2006; Ghate,2007)- En este
sentido, nosotros encontramos niveles de memantina en vitreo del ojo administrado
en los animales muertos muy superiores a los alcanzados en conejos vivos (27.97
versus 0.21 pg/mL, respectivamente, a los 120 minutos), coincidiendo esto, con lo
observado por Carcaboso tras la administracion retrobulbar de fluoresceina soédica
(NaFl), que encuentra en condiciones ex vivo niveles de NaFl en vitreo superiores a
los alcanzados in vivo, con un Tax también mayor (carcaboso, 2007)- LOs mayores niveles
alcanzados en vitreo en los animales muertos podrian justificarse por el bloqueo de
los mecanismos de aclaramiento sanguineo (conjuntival, epiescleral y coroideo) y
linfatico, asi como por una posible ruptura de la integridad funcional del EPR en
condiciones ex vivo, como dedujeran de sus experiencias algunos autores (robinson,
2006; Carcaboso, 2007)- Ademas, en las experiencias ex vivo, quedarian anulados otros
mecanismos como el aclaramiento precorneal, relacionado con la dilucién y
renovacion de la pelicula lagrimal. De hecho, estudios de disposicion ocular
mediante resonancia magnética nuclear (RMN) han demostrado como en condiciones
ex vivo la difusion transescleral de las sustancias administradas periocularmente
aumenta (im, 2004)- En cualquiera de los casos, los estudios preliminares de Lee y
Robinson concluyen que la recirculacion sistémica y el movimiento de la sustancia

desde el humor acuoso, no contribuyen de forma significativa en la consecucion de
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los niveles vitreos tras la administracion periocular, siendo predominante la

penetracion directa a través de la esclera (ice, 2001)-

El comportamiento vitreo de memantina tras la administracion intravitrea
respondidé a una cinética monocompartimental, que no mostré diferencias
significativas entre las tres formulaciones en cuanto a los pardmetros cinéticos
basicos. Los tiempos de vida media de eliminacion de memantina (Tj;.) fueron
cortos, proximos a los 110 minutos para la formulacion Ss, a los 60 minutos para la
formulacion Pvp y a los 50 minutos para la formulaciéon Mc, no encontrando
significacion estadistica para esta diferencia debido probablemente a la variabilidad
de los datos experimentales para las formulaciones Ss y Pvp, que hizo que los valores
medios de dicho parametro se viesen arrastrados por los valores extremos tomados
por el sujeto 2 en el caso del Pvp, y por el sujeto 1 en el caso de la formulacion Ss.
En este sentido, se ha visto como las moléculas administradas en solucion, son
eliminadas del compartimento vitreo en pocas horas, frente a las moléculas
administradas en suspension, las cuales presentan mayor vida media en vitreo,
pudiendo permanecer activas en los tejidos intraoculares durante mayor tiempo (okabe,

2003)-

Tras la administracion intravitrea de memantina observamos una caida rapida
de sus concentraciones en vitreo hasta los 120 minutos y una rapida eliminacion
vitrea de la sustancia, con posible redistribucién a otros tejidos oculares: humor
acuoso, cristalino, cuerpo ciliar, retina, coroides y/o esclera; tal y como concluyera

Koeberle (2006) en sus experiencias in vitro con ojos de oveja perfundidos, en las
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que observa como los niveles de memantina en dichos tejidos oculares se
incrementan de forma inversamente proporcional a como lo hacen sus
concentraciones en humor vitreo. Koeberle describe una eliminaciéon de memantina
de humor vitreo fundamentalmente por via posterior, a partir de los altos niveles de
memantina encontrados en la interfase coroides-EPR y en esclera tras su
administracion intravitrea, considerando menor la contribucion de la via anterior en
la eliminacion vitrea de la sustancia, en base a las bajas concentraciones de
memantina alcanzadas en cornea y humor acuoso (kocberle, 2006 En nuestro caso, la
ausencia de cuantificacion de niveles de memantina en otras estructuras oculares, no
ha permitido llegar a esta conclusion, aunque si consideramos la corta vida media de
memantina en vitreo, menor de 2 horas en los tres casos, es posible pensar que ésta
sea eliminada del humor vitreo mayoritariamente por via posterior. De hecho, Marice
(2001) y Barza (1993) defienden esta posibilidad para otras sustancias con
comportamientos cinéticos similares, bajos cocientes de concentracion HA/HV y
tiempos de vida media en vitreo cortos, del orden de los que nosotros hemos
encontrado para memantina (Maurice, 2001; Barza, 1993). POr otra parte, las bajas cifras de
aclaramiento vitreo de memantina tras la administracion intravitrea, del orden de los
30 puL/min, estuvieron probablemente condicionadas por los bajos volimenes de
distribucion encontrados para esta via, los cuales no alcanzaron los 10 mL en
ninguno de los casos. Estos volumenes de distribucion dan una idea de la
estanqueidad del compartimento vitreo.

Koerbele (2006) establece que tras la administracion intravitrea de memantina
existe una rapida difusion de la sustancia hacia la retina, como muestran los

resultados de sus experiencias in vitro en ojos de oveja perfundidos, alcanzandose
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rapidamente el equilibrio estacionario entre ambos compartimentos (koeberle, 2006).
Ademas, parece existir cierta correspondencia entre las bombas de transporte activo
de aniones organicos del tubulo renal y las existentes a nivel de la retina (garza, 1993
Hughes, 2005). D€ manera que, si como se ha visto, memantina tras su administraciéon
sistémica por via oral, sufre parte de su aclaramiento renal por secrecion tubular,
entonces es de esperar que sea eliminada desde vitreo, al menos en parte, por
transporte activo retiniano, respondiendo éste a una cinética de Michaelis-Menten
potencialmente saturable.

Los resultados han mostrado una eliminacion de memantina del
compartimento vitreo mdas lenta tras la administracion intravitrea que tras la
administracion subtenon, encontrando diferencias estadisticamente significativas
entre ambas vias en cuanto a las constantes de eliminacion (K;), los tiempos de vida
media (Tjpe) y las cifras de aclaramiento (considerando los aclaramientos
normalizados por la dosis (C._n)). Creemos que este hecho podria justificarse, bien
porque los altos niveles vitreos alcanzados tras la administracion intravitrea pudieran
llevar a una saturacion de los mecanismos de transporte activo retiniano o bien por
una alteracion en las bombas de transporte retiniano inducida por la inflamacion de
los ojos administrados mediante inyeccion intravitrea.

Tras la administracion intravitrea detectamos niveles de memantina en plasma
a los 5 minutos de la inyeccion, niveles que fueron cuantificables hasta los 240
minutos en el caso de la formulacion Ss y hasta los 360 minutos en el caso de las
formulaciones Mc y Pvp. El paso de memantina a la circulacién general desde el
compartimento vitreo supondria, un mecanismo adicional de eliminacion de la

sustancia desde vitreo, junto a la eliminacion por via anterior y posterior,
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mencionadas anteriormente. En nuestra opinion la contribucion de la via hematica a
la eliminacion de memantina desde vitreo no parece muy importante, si tenemos en
cuenta que los niveles de memantina en plasma tras la administracion intravitrea
fueron bajos, con datos de C.x que no alcanzaron los 50 ng/mL con ninguna de las
formulaciones. Las caracteristicas de absorcion plasmatica de memantina tras la
administracion intravitrea fueron similares para las tres formulaciones, aunque con
tendencia a una absorcion mas rapida para la formulaciéon Mc que por su parte fue la
que presento la cinética de eliminacion mas lenta, con un tiempo de vida media de
eliminacion (Ty,)) proximo a las 10 horas y un aclaramiento de unos 90 mL/min, no
existiendo significacion estadistica en esta diferencia respecto a las otras dos
formulaciones, posiblemente por la variabilidad de los datos experimentales para la
formulacion Mc, que hizo que los valores medios de dichos parametros se vieran
arrastrados por los valores extremos del primer individuo de la tripleta.

La cinética plasmatica de memantina tras la administracion intravitrea fue
mas lenta que tras la administracion subtenon, si bien no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas vias, ni en los pardmetros de absorcion

(Kab ¥ Tisa) ni en los parametros de eliminacion (Kg y Trsel).

El perfil farmacocinético vitreo de memantina tras la administracion
endovenosa mostr6 un comportamiento monocompartimental con una rapida
absorcion. Los tiempos de vida media de absorcion (Ty,.,p) proximos a los 7 minutos,
no se alejaron mucho de los encontrados para la administracion subtenon, los cuales

no superaron los 2 minutos. De hecho, la comparacion de las cinéticas de absorcion
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vitrea de memantina tras la administracion subtenon y endovenosa, no arrojo
diferencias estadisticamente significativas entre ellas en cuanto a los pardmetros
basicos de absorcion (Kap y Tisap). Sin embargo, el tiempo necesario para alcanzar la
concentracion maxima de memantina en humor vitreo (Ty.) fue menor tras la
administracion STP (4.0 minutos) que tras la administracion endovenosa (29.7
minutos), siendo esta diferencia estadisticamente significativa, lo que podria dar una
idea de la velocidad de difusiéon de memantina a través de la esclera frente a la
velocidad de penetracion a través de la barrera hematorretiniana interna. La
concentracion maxima (Cy.x) de memantina en vitreo tras la administracion
endovenosa (0.10 pg/mL) resulté muy inferior a la alcanzada tras la inyeccion
subtenon (35.09 pg/mL), coincidiendo con lo observado para otras sustancias al
comparar su administracion periocular y sistémica (ayalasomayajula, 2004; Gilbert, 2003), Y qUE
da una idea de la importancia de la permeabilidad selectiva de la barrera
hematorretiniana interna en la administracion sistémica y de la necesidad de
administrar altas dosis del farmaco por esta via para alcanzar niveles eficaces en el
segmento posterior del ojo. Koeberle en sus experiencias in vitro con ojos de oveja
perfundidos, encuentra que tras la administracion endovenosa el humor vitreo es el
tejido ocular en el que se alcanzan las menores concentraciones de memantina,
alcanzandose los mayores niveles en los tejidos con alto contenido en melanina,
como el cuerpo ciliar y la coroides; y sitia estos niveles proximos a los alcanzados
en los ojos contralaterales tras la administracion subtenon (kocberle, 2006 En nuestro
caso, no encontramos diferencias significativas en los valores de los AUC’s de
niveles vitreos obtenidos tras la administracion subtenon en los ojos contralaterales

(11.3 pg*min/mL) y tras la administracion endovenosa (26.4 pg*min/mL).
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La cinética de eliminacidon vitrea de memantina fue mas rapida tras la
administracion periocular-subtenon que tras la administraciéon endovenosa,
encontrando diferencias significativas en los valores de la constante de eliminacion
(Kep) y en los valores de semivida biologica (Ty,.) entre ambas vias, proxima a las 3
horas en el caso de la administracion endovenosa y menor de 15 minutos tras la
administracion subtenon. Por su parte, el valor de la constante de eliminacién vitrea
de memantina (K) tras la administracion endovenosa (0.0043 minutos™) fue similar
al encontrado en los ojos contralaterales tras la administraciéon subtenon (0.0066
minutos™), hecho que apoya la idea de una cinética vitrea de memantina en el caso
de los ojos contralaterales dependiente de la absorcidon sistémica. Se obtuvieron
cifras de aclaramiento vitreo de memantina significativamente mayores tras la
administracion endovenosa (173.4 mL/minuto frente a los 6.11 mL/minuto de la
administracion subtenon), condicionadas posiblemente por los altos valores de los
AUC's calculados para la via subtenon respecto a la via endovenosa.

Encontramos diferencias significativas en la cinética plasmatica de
memantina entre la administracion subtenon y la endovenosa, en cuanto a los
parametros cinéticos de eliminacion K¢ y Tipe, siendo ésta mas lenta tras la
administracion periocular. Ayalasomayajula en sus experiencias con celecoxib no
encuentra diferencias en las caracteristicas cinéticas plasmaticas de la sustancia tras
la administracion subconjuntival (periocular) e intraperitoneal (sistémica), debido
probablemente a que por ambas vias existe un proceso de absorcion, y esto hace que
el comportamiento de la sustancia sea similar (ayalasomayajula, 2004)-

Pese a lo sefialado anteriormente, los niveles de memantina en plasma tras la

administracion subtenon, a los 60 y 120 minutos postinyeccion, fueron del orden de
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los encontrados tras la administracion endovenosa, para €sos mismos tiempos
cinéticos, dando una idea del grado de absorcidn sistémica de memantina tras su
administracion periocular subtenon, como también se ha visto tras la administracion
subconjuntival y peribulbar de otras sustancias con las que se han llegado a alcanzar
niveles en plasma proximos a los encontrados tras su administracion sistémica por
via oral (weijtens, 2000)- En nuestro caso, el paso de memantina a vitreo en relacion a su
absorcion plasmatica desde el espacio subtenon, ha tomado valores superiores a la
unidad, indicando un predominio de la absorcion de memantina a vitreo respecto a su

paso a sangre desde el espacio periocular.

Hemos analizado la biodisponibilidad vitrea de memantina desde distintos
puntos de vista. En primer lugar, la biodisponibilidad vitrea absoluta tras la
administracion periocular-subtenon ha mostrado valores altos, proximos al 100%,
con las tres formulaciones. Por su parte, la biodisponibilidad vitrea relativa de
memantina tras la administracion subtenon (respecto a la intravitrea) fue baja,
tomando valores del 0.52%, 0.53 % y 0.58% para cada una de las formulaciones Ss,
Mc y Pvp respectivamente, aunque superiores a los sefialados por ejemplo, por Tsuji,
que tras la administracion subconjuntival de prednisolona en conejos obtiene una
biodisponibilidad vitrea relativa del 0.2% (rsji, 1983y 0 por Kim, que encuentra una
biodisponibilidad vitrea del 0.06% tras la aplicacion de un implante escleral de
DTPA (kim, 2004)- En cualquier caso, la biodisponibilidad vitrea de memantina tras la
administracion subtenon fue mayor que tras la administracion sistémica endovenosa,

a pesar de la capacidad de memantina para alcanzar el vitreo tras la administracion
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endovenosa, como demuestran los resultados de biodisponibilidad vitrea respecto a
niveles plasmaticos, con una relacion de AUC’s humor vitreo/plasma de 3.6.

La biodisponibilidad vitrea de una sustancia tras su administracion periocular
se encuentra altamente condicionada por el grado de eliminacidon de la sustancia del
lugar de la administracion (via de eliminacién paralela), siendo ésta mayor para
moléculas que se administran en solucion Gimwert, 2003). Segun distintos autores existen
una serie de mecanismos implicados en la eliminacion periocular de la sustancia, con
la consiguiente pérdida de dosis administrada. Por una parte, el aclaramiento
linfatico-sanguineo conjuntival y epiescleral (kim, 2004; Robinson, 2006) Y POr otra, la
pérdida de dosis adicional por dispersion del volumen inyectado en el espacio y
tejidos perioculares, con posibilidad incluso de reflujo del volumen inyectado y
dilucion en la pelicula lagrimal (conrad, 1980). Esta diferente dispersion-distribucion del
volumen inyectado en el espacio periocular, podria incluso justificar, la variabilidad
interindividual de los datos experimentales en nuestro estudio. Para disminuir esta
eliminacion de la sustancia del lugar de la administracion se han probado distintas
estrategias, encaminadas a incrementar el tiempo de residencia del farmaco en el
espacio periocular mediante la administracion de formacos en suspension (augustin, 2005)
o en soluciones viscosas (sasaki, 1999), mediante la asociacion de epinefrina y otros
agentes vasoconstrictores topicos en la administracion o mediante el empleo de
formulaciones a base de nano- y microparticulas (amrite, 2005); Otros como Kim y
Okabe han intentado mantener aislado el in6culo mediante el emplazamiento del

farmaco o de la formulaciéon que lo contiene, en bolsillos esclerales (okabe, 2003; Kim,

2004)-

243



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Discusién

Puesto que la mayoria de los estudios de farmacocinética ocular del segmento
posterior, miden concentraciones del farmaco en humor vitreo, como
concentraciones representativas de las alcanzadas a nivel retiniano (ree, 2004(),
nosotros hemos intentado teorizar sobre la cinética vitrea de memantina tras su
administracion periocular-subtenon posterior. A partir de los resultados obtenidos de
nuestras experiencias cinéticas hemos desarrollado un modelo cinético tedrico.
Probablemente nuestro modelo no sea lo suficientemente preciso, pero permite
hacernos una idea general de la disposicion de memantina cuando ésta es
administrada periocularmente por via subtenon.

El modelo cinético que hemos propuesto para la administracion periocular-
STP de memantina, ha sido similar para las tres formulaciones ensayadas,
considerando un modelo de cuatro compartimentos: espacio periocular (C1), plasma
(C2), humor vitreo (C3) y un cuarto compartimento, denominado compartimento
distribucion (C4); siendo K;; la constante de transferencia de memantina desde
plasma al compartimento distribucion y Kj,; la constante de retorno desde el
compartimento distribucion al compartimento plasmatico.

El analisis de los modelos cinéticos propuestos con anterioridad por otros
autores, respecto a la administracidon periocular, se inicia con un modelo simple de
dos compartimentos, como el propuesto por Tsuji (1988) y/o Lee (2004), para
describir la liberacion de prednisolona al segmento posterior tras su administracion
subconjuntival, en el que incluyen el espacio periocular y el compartimento vitreo,
considerando el paso directo de la sustancia a vitreo y una via de eliminacion

paralela a la eliminacion vitrea, desde el propio espacio periocular, que supondria
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una pérdida adicional de la sustancia administrada desde el lugar de la
administracion (ree, 2004a1)- Mas tarde, Lee y Robinson incluyen en el modelo un
tercer compartimento, a modo de compartimento periférico, denominado
compartimento distribucion. Dicho compartimento, cuya localizacion anatdémica
exacta en el segmento posterior del globo ocular no se precisa, podria representar la
fraccion de sustancia retenida a nivel de distintas estructuras oculares como el
cristalino, el cuerpo ciliar, etc (ree, 2004qmy). Por su parte, Amrite y colaboradores
(2008) tratan de desarrollar un modelo para describir la cinética retiniana de
pequenas moléculas liposolubles tras su administracion subconjuntival. Segiin estos
autores, un modelo de cuatro compartimentos explicaria adecuadamente la
farmacocinética retiniana de dichas sustancias, incluyendo en el mismo: espacio
periocular, retina, un compartimento periférico distribucion, y un cuarto
compartimento denominado transferencia, que englobaria el paso de la sustancia a
través de la esclera y la union coroides-EPR, considerando una tercera via de
eliminacion paralela de la sustancia por la circulacion coroidea (amrite, 2008)-

Ranta (2006) teoriza sobre un modelo cinético para describir el
comportamiento vitreo de sustancias administradas periocularmente a partir de una
teorica formulacion de liberacion sostenida (en forma de suspensiones, geles o
micro- y nanoparticulas) basado en la existencia de dos compartimentos: espacio
periocular y vitreo, en el que incluye un compartimento disolucion representativo de
la fraccion de principio activo liberado desde la formulacién y disponible para su
absorcion en el espacio periocular, estableciendo una constante del proceso de

liberacion Kre (Ranta, 2006)-
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En nuestra opinion, la tendencia hacia la modelizacion mas simplista es una
opcion valida, sin embargo, el modelo bicompartimental propuesto inicialmente por
Lee resultaria insuficiente para describir con detalle el comportamiento del farmaco
tras su administracion periocular. Por su parte, los modelos propuestos mas tarde por
Lee y por Amrite se asemejan mas al nuestro, y sin duda, han sido la base para el
desarrollo del mismo, si bien, nuestro modelo no describe todos los detalles del
esquema LADME (liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion)
ni pretende evaluar las diferentes barreras biologicas en la liberacion transescleral de
memantina.

En nuestro caso, hemos considerado un compartimento plasmdatico
independiente del compartimento periférico distribucion, que nos ha permitido un
analisis mas detallado de la influencia de la circulacion sistémica en la cinética vitrea
de memantina tras su administraciéon subtenon. Sin embargo, en nuestro modelo no
hemos considerado el compartimento disolucién que estos autores establecen como
compartimento intermedio entre el depdsito de la sustancia en el espacio periocular y
el compartimento vitreo, dado que en nuestro caso, el uso de formulaciones
viscosizantes a partir de metilcelulosa y polivinilpirrolidona, tedricamente
retardantes, no ha mostrado modificaciones en el perfil de liberacion del farmaco,
que tuvo lugar en todos los casos, de manera rapida, como se deduce de los cortos
tiempos de vida media de absorcion vitrea obtenidos experimentalmente; no teniendo
sentido la consideracién de un tiempo de latencia en nuestro modelo para ninguna de
las formulaciones.

El modelo tedérico que hemos desarrollado establece una pérdida adicional de

memantina tras su administracion STP, debido al aclaramiento sanguineo de la
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sustancia, como ya han descrito otros autores en sus estudios de modelizacion para la
administracion periocular de distintas sustancias (ree, 2004(in); Kim, 2004; Li, 2004; Robinson,
2006 El compartimento espacio periocular ha sido en nuestro caso, un
compartimento fugaz, desde el que la absorcion de memantina, tanto hacia plasma
como a humor vitreo, ocurre de forma rapida, no pudiendo considerar éste como un
compartimento de deposito, para ninguna de las formulaciones ensayadas. Tal y
como estableciera Kim (2004) a partir de sus experiencias, tras la administracion
subconjuntival el tamafio de la ampolla desciende casi un 1% del volumen inicial por
cada minuto transcurrido (kim, 2004 En nuestro modelo, el compartimento periférico
distribucion, representaria aquellas estructuras y tejidos a los que la sustancia ha
tenido acceso a partir de la circulacion sistémica, sin precisar de forma exacta la
correspondencia anatomica de €stos, pero considerando que los ojos contralaterales y
sus estructuras, formarian probablemente parte de este compartimento. Los
resultados del cociente entre las constantes de transferencia y retorno (K;»/K;;) entre
ambos compartimentos, muestran como la velocidad de transferencia de memantina
desde plasma al tedrico compartimento distribucion fue entre 2-5 veces superior a la
velocidad de retorno desde dicho compartimento, lo que justificaria una cierta
tendencia a la retencion de memantina en el compartimento distribucién, como una
forma de absorcion no productiva de la sustancia, y que coincidiria con la idea de
“compartimento reservorio” establecida por otros autores respecto al compartimento
distribuciéon. Como describe nuestro modelo, la absorcidon vitrea de memantina a
partir de la circulacion sanguinea fue mas lenta, si la comparamos con la absorcién

local de memantina desde el espacio periocular, dando una idea de la menor
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contribucion de la via hematica a la consecucion de niveles vitreos tras la
administracién subtenon.

Hemos considerado dos vias de eliminacion de memantina, una desde el
propio compartimento vitreo y otra via de eliminacion paralela, a partir del plasma,
que en cualquier caso habria de ser lenta si tenemos en cuenta que su constante de
eliminacion K, en ningun caso puede ser superior a la constantes de transferencia
(Ki2) o de absorcion (Kappy). En cuanto a la eliminacion de memantina del
compartimento vitreo esta ocurre también de manera relativamente rapida, dado que
las caracteristicas fisico-quimicas de la sustancia hacen suponer que ésta tendra lugar
fundamentalmente por via posterior a través del EPR y la coroides, hecho del que no
tenemos datos experimentales, puesto que no hemos realizado medicién de las
concentraciones de memantina en otras estructuras oculares diferentes al humor

vitreo, y que por tanto inicamente podemos teorizar.

Finalmente, debemos tener en cuenta que el modelo cinético mostrado, es un
modelo basicamente descriptivo, desarrollado a partir de la estimacion de las
constantes cinéticas extraidas de nuestro estudio experimental, y que por tanto estara
condicionado por las propiedades fisico-quimicas de memantina. Hemos visto como
memantina en base a su bajo peso molecular y caracter anfipatico es un buen
candidato para penetrar a través de la esclera, como se deduce de las altas
concentraciones alcanzadas en vitreo tras su administracion subtenon. Asi mismo,
estas propiedades hacen que su eliminacion del compartimento vitreo sea también

rapida.
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Los datos referentes a los efectos colaterales y toxicidad sistémica de
memantina se han resefiado en el apartado de introduccion, por su parte, en los
ensayos clinicos con memantina realizados en humanos los examenes
oftalmoscopicos no han revelado en ninglin caso signos de toxicidad ocular (spes-
Pousa, 2007). Debemos tener en cuenta que las dosis de memantina utilizadas en este
estudio en la administracion subtenon (4.5 mg/animal) e intravitrea (1.5 mg/mL),
produjeron concentraciones plasmaticas de la sustancia que no superaron los 0.22
ug/mL tras la administracion subtenon ni los 26.04 ng/mL tras la administracion
intravitrea, las cuales se sitGian en el rango de concentraciones plasmaticas
alcanzadas en humanos tras el tratamiento con dosis diarias de 20 mg (75-150
ng/mL), para las que se han reportado efectos adversos sistémicos solamente de tipo
leve (kavirajan, 2009)-

No hemos encontrado datos en la literatura relativos a la evaluacion de la
toxicidad ocular de memantina tras su administracion intravitrea, por lo que no
podemos contrastar nuestros resultados con los de otros autores. Hare (2004)
determina la seguridad ocular del tratamiento sistémico con memantina por via oral
en monos con glaucoma inducido experimentalmente, en los que no encuentra signos
de toxicidad a nivel retiniano, evaluados mediante contaje de nucleos de CGR e
inspeccion microscopica de cortes histologicos de retina tefiidos con hematoxilina-
eosina (Hare, 2004(11))-

El proposito del estudio de tolerancia ocular ha sido determinar la posible
toxicidad local de memantina tanto a nivel retiniano como de otras estructuras

oculares, tras su administracion intravitrea. Para ello, testamos una dosis de
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memantina de 0.5 mg en un volumen de inyeccion de 0.1 mL, equivalentes a una
concentracion de memantina en vitreo de 357.1 pug/mL, valor situado por muy
encima del rango de concentraciones terapéuticas esperado, si tomamos como
referencia el valor de la constante de inhibicion del receptor NMDA (K;) propuesto
para memantina, en neuronas del cortex frontal humano, que se sitia proximo a los
0.5 pmoles (160 ng/mL) komhuber, 1995). D€ manera que, si para esta concentracion de
memantina no evidenciabamos signos de toxicidad, podriamos suponer la seguridad
y tolerancia ocular de memantina para supuestas concentraciones terapéuticas;
aunque, sin duda, habria resultado de utilidad ensayar distintas concentraciones de
memantina con el objeto de establecer un rango de dosis de seguridad. Por otra parte,
la utilizacién de dosis altas de memantina en el andlisis de toxicidad justifica la
eleccion de tiempos de seguimiento relativamente cortos en nuestro estudio, 24 horas
y 7 dias.

No se produjeron incidencias durante la administracion de la medicacién. Sin
embargo, en uno de los ojos control, administrados con solucion salina, pudimos
observar la presencia de una lesion en la periferia del iris a modo de iridectomia, que
por su localizacidn, podria justificarse por el efecto traumatico de la paracentesis en
el momento de la evacuacion del humor acuoso. Por su parte, no observamos en este
0jo otras alteraciones asociadas, a nivel del segmento anterior ni del cristalino, tales
como catarata o presencia de células inflamatorias en camara anterior, que pudieran
hacer pensar en una posible reaccion inflamatoria de tipo téxico-infeccioso, y
ademas la histologia s6lo mostrd una ligera hiperemia y tumefaccion de los procesos

ciliares en ese 0jo.
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La medicion de la presion intraocular (PIO) se realizd6 mediante tonometria
dinamica de impacto, con la utilizacion de un tonémetro de rebote tipo Tono-Vet”,
muy utilizado en clinica-veterinaria, en base a la simplicidad de la técnica y a que no
precisa para su realizacion de anestesia tdpica en gotas. Obtuvimos una variacion
media de la PIO pre- y postinyeccion de aproximadamente 2.5 mmHg en el grupo de
24 horas, y de 2 mmHg en el grupo de 7 dias, no encontrando significacion
estadistica respecto a esta variacion entre los grupos. Se ha descrito como uno de los
efectos adversos mas frecuentes de las inyecciones intravitreas la elevacion de la
presion intraocular, derivada de la introduccion de un volumen adicional en el
compartimento vitreo, y que en cualquier caso suele ser transitoria o de facil control
mediante tratamiento hipotensor topico (arias, 2009)-

Debemos precisar que la estimacion de la PIO se hizo en todos los casos con
el animal despierto y sin necesidad de anestesia topica. No esta claro en qué medida
el empleo de medicaciones de tipo anestésico-sedante puede influir en la medicion de
la PIO, sin embargo, nosotros consideramos oportuno realizar la toma de la PIO sin
premedicacion del animal para no introducir posibles variables de confusion en el
proceso. Los resultados publicados al respecto, establecen diferencias en el efecto de
los farmacos sedantes y anestésicos sobre la PIO, en funcion del tipo de medicacion
empleada y de la especie animal en la que se aplican, pero lo que esta claro es que
bajo su efecto aumenta la variabilidad interindividual en la medicién de la PIO (i,
2000)- En el caso de xilacina, por ejemplo, su efecto sobre la PIO es distinto si se
administra sola (reduce las cifras de PIO) o en combinaciéon con ketamina (no
produce cambios significativos en la PIO), y por su parte, ketamina cuando se utiliza

de manera aislada produce un aumento de las cifras de presion intraocular.
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Tras la administracion intravitrea de memantina, no observamos en ningin
caso erosiones o ulceras corneales ni signos inflamatorios a nivel del polo anterior,
considerando éstos como la presencia de hiperemia-congestion venosa conjuntival o
quemosis. Tampoco encontramos ninguin caso de hemorragia subconjuntival, a pesar
de ser ésta una de las complicaciones mas frecuentemente observadas con las
inyecciones intravitreas, y que por otra parte, deriva del propio procedimiento de
inyeccion (jager, 2004)- En uno de los ojos administrados con memantina, en el examen
a los 7 dias postinyeccion, pudimos observar la presencia de una membrana de
fibrina en el borde pupilar del iris, probablemente motivada por la atalamia generada
tras una paracentesis excesiva, en la que se evacuaron mas de 0.1 mL de humor
acuoso. En ningin caso, este hallazgo fue considerado como clinicamente
significativo, puesto que no produjo compromiso de la transparencia corneal ni
asocio6 signos de actividad inflamatoria a nivel de otras estructuras oculares.

En todos los ojos administrados con memantina, tanto en el grupo de 24 horas
como en el de 7 dias, se evidenciaron opacidades en el cristalino, que en ninguno de
los casos fueron corroboradas en el andlisis histopatologico. Gillies justifica la
aparicion de catarata subcapsular posterior tras la inyeccion intravitrea, como un
efecto derivado del aumento de la presion intraocular tras la inyeccion, mas que por
efecto cataratdgeno de la sustancia, a diferencia de lo que ocurre en el caso de los
corticoides intravitreos, capaces de inducir dafio en el cristalino por efecto oxidativo.
En otros casos se justifica la aparicion de catarata por el efecto traumatico de la
inyeccion (Giiies, 2005), de hecho, la formacion de cataratas se describe como una de las

complicaciones mas frecuentes asociadas a las inyecciones intravitreas, y que deriva
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de la propia técnica de inyecciOn (jager, 2004; Arias, 2009)- Sin embargo, ;cOmo se
explicaria en nuestro caso, el hecho de haber encontrado catarata solamente en los
0jos administrados con memantina y no en los 0jos control, si tenemos en cuenta que
la técnica y procedimiento de inyeccion fueron los mismos en ambos grupos? Esto
nos hace pensar que o bien no se trataba realmente de cataratas, de hecho en el
estudio anatomo-patoldogico no se encontraron signos de esclerosis ni
desnaturalizacién de las proteinas del cristalino, o bien que dichas opacidades del
cristalino, corresponden a depositos de la medicacion administrada, en la cara
posterior del cristalino, justificando asi su localizacion capsular posterior en todos los
casos y la ausencia de alteraciones histoldgicas a nivel de la capsula y/o del epitelio
subcapsular cristaliniano.

Frente a lo observado con otras medicaciones como el acetonido de
triamcinolona que administrada por via intravitrea en dosis altas, puede interferir en
la claridad vitrea, formando incluso precipitados en el humor vitreo (ruiz Moreno, 2007),
en nuestro caso, memantina presentd una buena dispersion en vitreo tras su
administracion, no interfiriendo en la claridad vitrea. Este hecho supondria una
ventaja desde el punto de vista de su administracion en humanos por cuanto no
produciria alteracion en la vision (vision borrosa). Respecto a la aparicion de
hemorragia vitrea en uno de los ojos administrados en el grupo de 7 dias, creemos
que ¢ésta puede justificarse mas por el efecto traumatico de la inyeccion que por un
posible efecto de la medicacion sobre la permeabilidad de los vasos retinianos, ya
que no se ha documentado la presencia de receptores NMDA a nivel de los vasos
retinianos. En el andlisis histopatologico de alguno de los ojos, pudo identificarse la

presencia de una sustancia extrafia en la luz de los grandes vasos retinianos, que por

253



Memantina, farmacocinética y tolerancia ocular Discusién

sus caracteristicas tintoriales basoéfilas podria responder a un compuesto acido, como
el pentobarbital.

La presencia de células de estirpe inflamatoria de tipo polimorfonucleares
neutrofilos en los ojos de 24 horas y mononucleares en los ojos de 7 dias, observadas
a nivel del cuerpo ciliar y del compartimento vitreo, carece en principio de
significacion clinica y responde basicamente a un mecanismo intrinseco y fisiologico
de defensa del ojo, en respuesta al procedimiento invasivo de la inyeccién. En ningin
caso, dicha reaccion inflamatoria comprometio la integridad de los tejidos ni afect6 a
estructuras criticas como la retina o el nervio optico. El edema de papila (cabeza del
nervio Optico) es analizado en muchos trabajos como un marcador de toxicidad,
aunque éste puede aparecer en respuesta a procesos de hipo- o hiperpresion ocular
bruscos. En nuestro caso, el aspecto de la papila fue normal en todos los ojos
administrados, tanto en el grupo de 24 horas como en el de 7 dias. No se
evidenciaron signos de toxicidad a nivel retiniano, encontrando una buena
conservacion de la citoarquitectura y proporciones de las distintas capas celulares
retinianas (capa de células ganglionares, nuclear interna y nuclear externa) sin
observar signos de adelgazamiento. Tampoco se documentaron alteraciones en la
transicion entre la capa de los fotorreceptores y la retina neurosensorial. Por su parte,
los fendémenos de disrupcion del EPR observados en algunos de los cortes
histolégicos, pueden deberse mas a un artefacto relacionado con el exceso de fijacion
de la muestra que a un efecto toxico de la memantina, en cuyo caso, el analisis
histopatologico habria puesto de manifiesto la presencia de zonas localizadas de
pérdida de fotorreceptores y agregacion de células pigmentadas, con concentracion

de pigmento intrarretiniano, como las que se pueden observar en los casos de
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toxicidad retiniana por antipaladicos (1sekov, 2005 En el examen histologico
evidenciamos la presencia de un desprendimiento de retina asociado a edema
coroideo localizado subyacente, en dos ojos, uno de los cuales pertenecia al grupo
control. Dado que en ninguno de los casos identificamos la presencia de liquido
subretiniano asociado ni signos degenerativos en la capa de los fotorreceptores,
sospechamos un desprendimiento de retina artificial, resultante de un artefacto en la
fijacion de los tejidos (ruiz-Moreno, 2007)-

De nuestros resultados podemos deducir que la administracion intravitrea de
memantina es segura. Muchos estudios de toxicidad retiniana emplean test
electrofisiologicos, como el electrorretinograma (ERG), para evaluar el efecto
potencial de la sustancia sobre la funcion de las células retinianas, aunque se ha visto
que los test funcionales son menos sensibles que las pruebas histopatoldgicas, y en

ningun caso deben sustituir a éstas, sino completarlas.
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1. La farmacocinética vitrea de memantina en conejos tras las administracion
periocular-subtenon respondié a un modelo monocompartimental con absorcion,
mostrando un paso muy rapido de la sustancia a vitreo desde el espacio periocular
y una vida media de memantina en vitreo corta (alrededor de los 15 minutos), no
encontrando diferencias significativas entre las tres formulaciones en cuanto a los

parametros cinéticos de absorcion y eliminacion vitrea.

2. Nuestros resultados muestran una absorcion local transescleral predominante para
memantina tras su administracion periocular-subtenon frente a la contribucion de
la via hematica, con valores de los AUC’s de niveles vitreos claramente superiores
para la administracion subtenon frente a la via endovenosa. Se ha estimado que
tras la administracion periocular STP de memantina la proporcion de sustancia
administrada que penetra en el ojo mediante absorcién local es aproximadamente

de un 99%.

3. Tras la administracion periocular-subtenon de memantina se detectaron niveles de
la sustancia en vitreo de los ojos contralaterales. La cinética vitrea de memantina
en los ojos contralaterales puede darnos una idea de la contribucion de la via

hematica en la consecucion de niveles vitreos tras la administracion periocular.

4. La cinética plasmatica de memantina tras la administracion periocular-subtenon

evidencia un paso rapido de la sustancia a sangre, y representa la pérdida de dosis
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tras la administracion periocular debida al aclaramiento sanguineo de la sustancia

del lugar de la inyeccion.

5. Los resultados de nuestro estudio muestran una importante biodisponibilidad
absoluta de memantina tras la administracion periocular-subtenon muy superior a
la de la administracién sistémica endovenosa. La biodisponibilidad vitrea relativa
de memantina tras la administracion subtenon fue baja, con un valor medio
aproximado del 0.54% aunque superior a la de la via sistémica endovenosa

(0.02%).

6. La cinética vitrea de memantina tras la administracion intravitrea estuvo
caracterizada por elevadas areas bajo la curva, bajos volimenes de distribucion,
caida rapida de los niveles vitreos hasta los 120 minutos y semividas de
eliminacion de entre 50 y 100 minutos; no mostrando diferencias significativas

entre las formulaciones ensayadas.

7. La cinética plasmatica de memantina tras la administracion sistémica endovenosa
mostré un perfil monocompartimental, con una semivida de eliminaciéon de 40
minutos, bajos valores de las areas bajo la curva y altos volimenes de

distribucion.

8. EIl andlisis de la cinética vitrea de memantina tras su administracion sistémica
endovenosa en dosis Unica mostré una rapida absorcion vitrea, con tiempos de

vida media de absorcién similares a los de la administracion periocular, pero con
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10.

11.

una eliminacion desde el compartimento vitreo significativamente mas lenta, con

una tasa de penetracion vitrea mayor que la unidad.

Del andlisis conjunto de las experiencias cinéticas realizadas en este trabajo,
hemos desarrollado un modelo cinético vitreo tedrico, para la administracion
periocular-subtenon de memantina, caracterizado por cuatro compartimentos:
espacio periocular, humor vitreo, plasma y compartimento de distribucién; cuya
cinética global ha estado caracterizada por una rapida absorcién vitrea, una vida
media de memantina en vitreo corta, dos vias de eliminacion paralelas una desde
el propio compartimento vitreo y otra a partir del plasma, y una cierta tendencia a
la retencion de la sustancia en el compartimiento de distribucion como se deduce

de la relacion entre las constantes de transferencia y retorno.

Tras la administracion intravitrea de memantina no se encontraron signos
histoldgicos ni oftalmoscopicos de toxicidad retiniana, evidenciando una buena
dispersion de la sustancia en vitreo tras la administracion sin interferencias en la
claridad vitrea. El estudio anatomo-patoldgico no mostro signos de esclerosis ni
desnaturalizacion de las proteinas del cristalino, por lo que las opacidades
observadas en la biomicroscopia bien podrian corresponder a depoésitos de la

medicacion administrada sobre la cara posterior del cristalino.

Las nanoparticulas de Gantrez AN® formuladas se caracterizaron por un tamafio
uniforme, aspecto homogéneo y esférico. Se obtuvo un rendimiento de
encapsulacion de 55 pg de memantina/mg de nanoparticulas, con una eficacia de

adsorcion del 40%. EI perfil de liberacion in vitro de memantina a partir de las
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12.

nanoparticulas mostrd6 un comportamiento bifasico, caracterizado por una
liberacion inicial rapida “en rafaga”, seguida de una liberacion sostenida de la

medicacidn durante casi 15 dias.

Las evaluaciones -clinica e histopatolégica- realizadas sugieren una buena
tolerancia ocular de las nanoparticulas tras su administracion subtenon e
intravitrea. Los signos inflamatorios observados en los primeros dias tras la
administracion responderian mas al efecto traumatico de la inyeccion que a un
efecto tdxico de las nanoparticulas, no evidenciando en ningln caso signos

histoldgicos de toxicidad a nivel retiniano.
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La sobreactivacion de los receptores NMDA del glutamato es responsable de
la neurotoxicidad calcio-dependiente asociada a la pérdida de células ganglionares
retinianas (CGRs), por esta razon, se esta investigando el potencial terapéutico de los
antagonistas de los receptores tipo NMDA, como memantina, en el tratamiento del

glaucoma.

El trabajo que presentamos ha pretendido logar un mejor conocimiento de la
cinética ocular de memantina tras la administracion periocular-subtenon, trabajando
en conejos como modelo experimental, analizando el comportamiento de 3
formulaciones de memantina con distintas caracteristicas de viscosidad (salina,
metilcelulosa y polivinilpirrolidona), y comparando la administracion periocular con
otras vias de administracion, como la endovenosa, y la intravitrea; estudiando
ademads, distintos aspectos relacionados con la seguridad y tolerancia ocular de
memantina tras su administracion intravitrea. Asi mismo, se muestra el estudio
inicial de una nueva formulacién de memantina a base de nanoparticulas de Gantrez
AN® en relacion con su proceso de elaboracién, rendimiento de encapsulacién y

toxicidad ocular.

Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento cinético vitreo de

memantina tras la administracion periocular-subtenon similar para las tres

formulaciones ensayadas, caracterizado por una répida absorcion de la sustancia a
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vitreo y una vida media de memantina en vitreo corta (alrededor de 15 minutos). La
administracion periocular-subtenon de memantina mostr6é una baja biodisponibilidad
vitrea relativa (0.54%) aunque superior a la de la via sistémica endovenosa (0.02%).
La presencia de niveles en vitreo de los ojos contralaterales tras la administracion
subtenon pone de manifiesto la existencia de un paso rapido de la sustancia a sangre,
y da una idea de la contribucion de la via hematica en la consecucion de niveles
vitreos tras la administracion periocular, que fue minoritaria frente a la absorcion
local transescleral.

Tras la administracién sistémica endovenosa observamos una rapida
absorcion vitrea de la sustancia, similar a la de la administracion periocular, y una
semivida de eliminacion vitrea significativamente mayor que la de la administracion
subtenon. La tasa de penetracion vitrea de memantina tras la administracion
endovenosa fue mayor que la unidad.

La administracion intravitrea estuvo caracterizada por bajos volumenes de
distribucion, elevadas areas bajo la curva, y rapida caida de los niveles vitreos con
una vida media de memantina en vitreo inferior a las 2 horas.

El analisis global de los resultados cinéticos obtenidos en este trabajo nos
lleva a considerar un modelo cinético tedrico para memantina tras administracion
subtenon integrado por cuatro compartimentos: espacio periocular, humor vitreo,
plasma y compartimento de distribucion.

Las nanoparticulas de Gantrez AN® formuladas presentaron un tamafio
uniforme, un aspecto homogéneo y esférico, un rendimiento de encapsulacion de
memantina de 55 pg/mL y un perfil de liberacion in vitro bifasico, con una liberacion

inicialmente rapida seguida de una liberacion sostenida durante casi 15 dias.
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No se detectaron signos de toxicidad retiniana tras la administracion
intravitrea de memantina, y por su parte, la administracion subtenon e intravitrea de

las nanoparticulas de Gantrez fue segura.
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A new HPLC procedure with precolumn derivatization and
rimantadine as the internal standard for determining memantine, a
candidate agent for the treatment of glaucoma in plasma and
vitreous humour, has been developed and validated. Precolumn
derivatization was performed with 9-fluorenylmethyl-
chloroformate-chloride (FMOC-CI) as the derivatization reagent
and followed by a liquid-liquid extraction with n-hexane. Optimal
conditions for derivatization were an FMOC-CI concentration of
1.5 mM, a reaction time of 20 min, the temperature at 30°C, the
borate buffer pH 8.5, and a borate buffer-acetonitrile ratio of 1:1.
The derivatives were analyzed by isocratic HPLC with the
fluorescence detector Lex 260 nm Lem 315 nm on a Novapack C;q
reversed-phase column with a mobile phase of acetonitrile-water
(73:27, v/v), 40°C, and a flow rate of 1.2 mL/min. The linear range
was 10-1000 ng/mL with a quantification limit of ~ 10 ng/mL for
both types of samples. This analytical method may be suitable for
using in ocular availability studies.

Introduction

Memantine (1-amino-3, 5-dimethyladamantane hydrochlo-
ride) is a novel, low-to-moderate affinity, noncompetitive N-
methyl-D-aspartate receptor antagonist of the open channel
blocker type (Figure 1). Memantine is used in the treatment of
Parkinson’s disease, some types of movement disorders (1), some
dementia syndromes (2), and has recently been described as a
potential treatment for glaucoma (3).

Memantine may rescue neurons by blocking excessive gluta-
mate receptor activation and has been tested as a treatment for
glaucoma (4-6).

Analysis of memantine concentrations in tissues is compli-
cated because the molecule has no ultraviolet, visible, or fluores-
cent absorption, and cannot be directly quantified by
chromatographic methods using spectrophotometric or fluores-
cence detection.

“Author to whom correspondence should be addressed: email bregante@unizar.es.

Methods to determine the concentrations of memantine-
related compounds (amantadine, rimantadine, aminoacids, and
polyamines) in biological samples include extraction and deriva-
tization techniques coupled with gas chromatography (GC) or
high-performance liquid chromatography (HPLC). A number of
different derivatization reagents have been used in most of these
determinations: pentafluorobenzoyl chloride (7), trichloroacetyl
chloride (8, 9), 9-fluorene acetate (10), 1-fluoro-2, 4-dinitroben-
zene (11), o-phthaldiadehyde and 1-thio-B-glucose (12), dansyl
chloride (13), and 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (14). A
new HPLC method for the determination of amantadine and its
analogues in rat plasma derivatized with anthraquinone-2-sul-
fonyl chloride (ASC) with UV detection has recently been
described (15). A number of methods to measure memantine
concentrations in plasma have been developed using LC
methods with fluorescence detection and dansyl chloride as the
derivatization agent (16) or, alternatively, using (2-naphthoxy)
acetyl chloride as the fluorescent reagent (17). These methods
have shown high quantification limits (LOQ) for biological sam-
ples and pharmaceutical formulations (17) although none of
them have been used to assay vitreous humour samples. Other
studies, in which memantine concentrations were quantified in
plasma, cerebrospinal fluid, urine, blood, and other tissues, used
instruments that are not always readily available in laboratories,
such as gas and liquid chromatography-mass spectrometry
(18-22).

H;C CH;

Figure 1. The structure of memantine.
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FMOC-CI (9-fluorenylmethyl chloroformate chloride) has
been shown to be a suitable reagent for fluorescence labelling
of polyamines and primary and secondary amines (23-25).
FMOC-CI has been used for the analysis of amino acids (26-28)
and for assays of aminoglycoside antibiotics and other com-
pounds containing amino groups (29-34). A method has been
described by Hare et al. (6) for the quantification of memantine
in serum and vitreous humor by HPLC and derivatization with
FMOC-Cl in a study of glaucoma in monkeys. This study did not
optimize the analytical conditions and no information was
given on the internal standard (IS) used or the LOQ. As
memantine was eluted at 40 min, it is assumed that the LOQ
were high.

The aim of the present study was, firstly, to develop and vali-
date a simple, specific, and rapid method of determining meman-
tine concentrations in the vitreous humour and plasma by HPLC
with fluorescence detection using FMOC-Cl as a derivatizing
reagent, and, secondly, to test this method after subtenon (peri-
ocular) administration of a saline formulation of memantine.

Experimental

Reagents and standard solutions

Memantine hydrochloride, amantadine hydrochloride, riman-
tadine hydrochloride, and neomycin hydrochloride were pur-
chased from Sigma (St. Louis, MO). Apramycin hydrochloride
and glycine were obtained from Lab Maymo (Barcelona, Spain)
and Serva (Barcelona, Spain), respectively. The derivatizing
agent, FMOC-CI, was supplied by Sigma. Acetonitrile, methanol,
and other solvents used were HPLC-grade and purchased from
Scharlau (Barcelona, Spain). Water was purified using a Milli-Q
system (Millipore, MA).

Stock solutions of memantine, the IS (100 pg/mL), and
glycine (0.1 M) were prepared in purified water, aliquoted to
eppendorfs, and stored at —20°C to minimize their potential
degradation. Working solutions were obtained daily by diluting
these stock solutions with purified water. Memantine working
solutions were prepared in the range of concentrations of
0.2-20 pg/mL and IS was prepared at 1 pg/mL. FMOC-CI solu-
tion (90 mM) was prepared in acetonitrile protected from light
with aluminum foil and kept at 4°C until used.

Chromatographic instrumentation and conditions

The analysis was performed with a Waters (Barcelona, Spain)
HPLC system equipped with two 515 HPLC pumps, a Gecko-2000
column heater (CIL Cluzeau Info Labo, Paris, France), a M-717
autosampler with the injection volume set to 10 pL, and a 474 flu-
orescence detector (Aex/em: 260/315 nm). The chromatograms
were processed by Millennium Integration System 2000 from
Waters Corporation (Milford, MA). Two types of columns from
Waters were assayed: a Nova-Pak C;g reversed-phase column (150
mm x 3.9 mm i.d., 4 pm) protected by a guard column cartridge
(20 mm x 3.9 mm i.d.) of the same material; and a Spherisorb
0DS (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm). Both columns were heated
at 25°C, 30°C, and 40°C during the analysis. Likewise, different
mobile phases were assayed, starting in isocratic mode with
diverse proportions of an acetonitrile—~water mixture (90:10,

746

Journal of Chromatographic Science, Vol. 49, November/December 2011

80:20, 75:25, 73:27, and 65:35, v/v), as well as using gradient
mode in a range of concentrations from 65:35 to 90:10 at different
times. In addition, a methanol-water mixture was assayed in an
isocratic mode at different proportions (90:10, 85:15, and 83:17,
v/V). The mobile phase was filtered, degassed, and pumped at a
flow rate of 1.0 and 1.2 mL/min. The IS was chosen by testing dif-
ferent compounds with physico-chemical characteristics similar
to those of memantine hydrochloride, such as amantadine
hydrochloride, neomycin hydrochloride, apramycin hydrochlo-
ride, and rimantadine hydrochloride.

Optimization derivatization and extraction conditions

The reaction of FMOC-CI with amines is shown in Figure 2.
This reaction of memantine with FMOC-Cl was optimized using
aworking solution of memantine at 1 pg/mL as a model. Several
parameters were assayed: the FMOC-Cl concentration
(0.1-5 mM); the borate buffer—acetonitrile ratios (1:1-2:1, pH
5-10); the borate buffer concentration (0.025-0.2 M); tempera-
ture (25-55°C); and reaction time (5-50 min). The FMOC-CI
reaction was stopped using different methods (glycine,
methanol, or rapidly lowering temperature to 4°C).

Plasma and vitreous humour samples were frozen at —20°C
until used. All samples were thawed to ambient temperature and
centrifuged at 4000 rpm for 10 min. The upper layer was col-
lected, filtered through a 0.2 pm pore nylon membrane, and
aliquots (250 pL) with alkaline solution to control the amino
group protonation were obtained to be derivatizated, extracted,
and analyzed later.

Different solvents were assayed by liquid-liquid extraction
[e.g., dichloromethane, diethyl ether-chloroform mixture (7:3,
v/v), and n-hexane]. Other variations assayed were different pro-
portions of extraction solvent: 1:1, 1:2, 1:3, and 1:5 (v/v); extrac-
tion in one or two stages; and verification of extraction before or
after the derivatization reaction.

After the derivatization reaction, the samples were extracted
and agitated for 60 s on a vortex mixer. The samples were shaken
at 224 oscillations/min for 30 min and centrifuged at 4000 rpm
for 10 min. The organic phase then was removed and evaporated
to dryness in a thermostatic bath (40°C) under nitrogen stream.
The residue was reconstituted with 50 L of acetonitrile and agi-
tated in a vortex for 2 min; 10 pL of the solution was used for
HPLC analysis.

The recovery of memantine was determined by comparing
peak heights ratios obtained from the spiked vitreous humour
and plasma samples and the standard aqueous samples. The
assay was determined at seven concentration levels in all
dynamic range (10-1000 ng/mL) using three replicates per con-
centration.

Figure 2. Simplified reaction scheme for the derivatization of memantine
with 9-fluoroenylmethy! chloroformate chloride (FMOC-CI).
R = C12H19 (Tricycle of memantine).
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Analytical method validation
Calibration

The calibration curves of memantine at seven levels of con-
centration for triplicate (10-1000 ng/mL) were prepared by anal-
ysis of blank plasma and vitreous humour samples spiked with
appropriate volumes of memantine working solutions.
Rimantadine hydrochloride, neomycin hydrochloride,
apramycin hydrochloride and amantadine hydrochloride were
assayed at 50 ng/mL as IS. Samples were derivatised, extracted,
and analyzed by liquid chromatography. Calibration curves were
obtained by the linear least-squares method, characterized using
the regression coefficient, slope and intercept, and used to deter-
mine the detection limits (LOD) (35,36). The calibration curves
were based on the peak height ratios of memantine with different
reagents that were used as the IS.

The matrix effect

It was verified by comparing the slopes obtained in the addi-
tion samples (plasma or vitreous humour) with the slopes
obtained in the analysis of aqueous samples. The t-test was used
(p < 0.05).

Precision and accuracy

Precision and accuracy were calculated according to VICH
GL2 (“Guideline on Validation of Analytical Procedures:
Methodology”). The intra- and inter-assay precision was evalu-
ated at five concentration levels using six replicates per concen-
tration in one day and for three different days, respectively,
expressing it as the coefficient of variation (CV).

The accuracy values were determined for each concentration
level by comparing the concentration of memantine obtained
with the method with the nominal amount of memantine spiked
(EU Council Directive 96/23/EC [2002/657/EC]).

Ruggedness study (minor changes)

The ruggedness study of an analytical procedure is a measure
of its capacity to remain unaffected by small but deliberate vari-
ations in several parameters. Ruggedness provides an indication
of the reliability of an analytical procedure during normal usage.
The Youden methodology was used (37). The parameters that
could have influence on the results were chosen, such as the
storage time of the borate buffer, acetonitrile lot or batch, oper-
ator, centrifuging time, type of membrane filter, and small varia-
tions in the mobile phase, such as flow rate and percentage of
acetonitrile. This study was made using eight standards of
aqueous memantine at 500 ng/mL, (Table III). The differences
(D;) and standard deviation of differences (Sp;) were calculated
for detecting if some parameters can have an influence on the
results.

D; = LAF)/A - Z(F)/A

Spi = \/2[2 xZ (D7)

Stability

The stability of memantine and the IS in water, plasma, and vit-
reous humour, before and after derivatization, was studied. Each
batch was prepared with six control samples of memantine and

rimantadine (500 ng/mL). All samples were frozen at —20°C for
100 days for the aqueous samples and for 15 days for plasma and
vitreous humour. In addition, the stability of analytes in the sam-
ples before derivatization was also evaluated by analysis after 24 h
of storage at 4°C. The stability of memantine and the rimantadine
derivate were studied over a 4 days storage period at —20°C. In all
the experiments, the mean values at the baseline were compared
with each time and a t-test and F-test were carried out.

Application of the method

All procedures were carried out under Project License PI07/07
and approved by the in-house Ethics Committee for Animal
Experiments from the University of Zaragoza. The care and use
of animals was compliant with the Spanish Policy for Animal
Protection RD1201/05, which meets the European Union
Directive 86/609 on the protection of animals used for experi-
mental and other scientific purposes.

Fifteen New Zealand white rabbits (body weights up to
2.5-3 kg) were used in the bioavailability study. A volume of
0.3 mL of memantine saline solution (15 mg/mL) was adminis-
tered periocularly by subtenon injection; the injection was per-
formed under microscopic control, using topical lidocaine 1%
drops, and the drug was injected into the tenon capsule using a
22 or 23-gauge trocar. Plasma (2 mL) and vitreous humour (1
mL) samples were obtained at 10, 60, 120, 240, and 1440 min. To
that end, plasma collection was carried out using a catheter that
was placed in the central ear artery. After that, the animals were
sacrificed at these times after intravenous injection of sodium
pentobarbital (30 mg/kg), the eyes were removed and cut at the
equator, and the vitreous was extracted. The samples were stored
at —20°C until analysis.

Results and Discussion

Memantine concentrations in vitreous humour and plasma
were quantified using HPLC coupled with fluorescence detec-
tion, following precolumn derivatization with FMOC-CI, a
reagent that reacts with both primary and secondary amines.
Different authors have described various analytical methods for
determining memantine concentrations in different tissues (14,
16,17,21,22,38), some of which required complicated and expen-
sive analytical systems such as LC-MS and CG-MS that are not
readily available in some laboratories.

Several different derivatization reagents have also been used,
such as FMOC-CI (6), (2-naphthoxy) acetyl chloride (17), dansyl
chloride, or o-phthaldialehyde (17); most studies reported that
analytical assays used to measure adamantine, amantadine, or
rimantadine could likely be adapted and used to measure
memantine (16).

Optimization derivatization and extraction conditions

The derivatization reaction of memantine (Figure 2) with
FMOC-CI appeared to be dependent on the FMOC-CI concen-
tration, reaction time, pH, borate buffer concentration, and
the volume ratio between the borate buffer and acetonitrile
(Figure 3).
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As can be seen, the optimal conditions for the derivatization
reaction were: 1.5 mM FMOC-CI, reaction time 20 min, borate
buffer 0.1 M (pH 8.5), reaction temperature 25-40°C, borate
buffer—acetonitrile ratio of 1:1-1:4.

The derivatization reaction was stopped by the addition of 5
mM glycine, due mainly to the fact that the chromatographic
signal of its derivatization product did not interfere with analyte
signals, and excess FMOC-Cl was eluted in the void volume.

The effect of FMOC-CI concentration was evaluated in the
interval of 0.1-5 mM. The peak height of the memantine analytes
formed rose quickly when the FMOC-CI concentration was
increased from 0.1 to 1 mM and further increases did not result
in any significant improvement. In practice, FMOC-CI concen-
tration was limited to 1.5 mM because higher concentrations
increased reagent excess and had a deleterious effect on the
quantification of low analyte concentrations. The effect of the
reaction time was evaluated in the interval of 5-50 min.
Conversion yields increased when the reaction time was
extended from 5 to 20 min, but no further derivatization took
place after 20 min of reaction. The effect of the pH was evaluated
by using borate buffers with a pH ranging from 5 to 10. The reac-
tion progressed very rapidly, and the highest analyte responses
were reached at pH 8.5. At this pH, the reactions of the amino
groups of memantine and the IS with FMOC-CI were well devel-
oped, and all peaks were clearly resolved. The effect of the reac-
tion temperature (25-55°C) was evaluated, but no significant
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improvement was observed; the appropriate reaction tempera-
ture was found to be 30°C. The effect of buffer-acetonitrile ratios
from 1:1 to 2:1 and buffer concentrations of 0.025 to 0.2 M were
studied. The results fell abruptly at a buffer—acetonitrile ratio of
1:4, and there were no significant differences with respect to the
previous proportions. The derivatization reaction product is
reduced at higher buffer-acetonitrile ratios. The results showed
a precipitate using a buffer concentration of 0.2 M to the
buffer-acetonitrile ratios of 1:4 and 1:5, probably due to precipi-
tation of FMOC-Cl in the reaction media. Taking the
buffer-acetonitrile ratio of 1:1 as optimal, there were no signifi-
cant differences in the influence of the buffer concentration.
Consequently, a buffer-acetonitrile ratio of 1:1 and a borate
buffer concentration of 0.1 M were considered optimal.

To avoid problems caused by the interference of excess FMOC-
Cland the products of FMOC-CI hydrolysis, which are highly flu-
orescent, several assays were performed to stop the derivatization
reaction by hydrophilic reagents, such as glycine or methanol or
even low temperature (i.e., rapid cooling) (15,17,24,31). The
ability of hydrophilic reagents to improve the chromatographic
separation of hydrophobic polyamine derivatives has been
described previously (39,40). Furthermore, glycine reacts with
excess FMOC-CI, thus, eliminating extraction steps and the long
incubation times often used in the derivatization reaction (41,42).

The efficiency of different solvents, including n-hexane,
diethyl ether-chloroform mixture (7:3, v/v), and dichloro-

20000 -

15000 +

10000 4

Height of memantine

5000 -

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
FMOC-CI concentration (mM)

20000 -

15000 -

10000 ~

5000 -

Height of memantine

4 5 6 7 8 9 10 11
Borate buffer pH

20000 ~

ine

15000 4

10000 ~

Heiaht memant;

a
o
o
o

o

17 12 1/4 1/5 21
Borate buffer/Acetonitrile ratio (viv)

Figure 3. Effects of FMOC-CI concentration, reaction time, borate buffer pH, reaction temperature, buffer/acetonitrile ratio, and borate buffer concentration.

20000 -
®©
£
E 15000 /\{/—}\{
5 10000 -
)
g 5000 -
=
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Reaction time (min)
20000 -
©
£
E 15000 - W
5 10000 -
E
g 5000 A
=
20 25 30 35 40 45 50 55 60
Reaction temperature (°C)
20000 -
)
£
‘g 15000 -
s 10000 -
E
© 5000 -
=
0 T T T T
0.00 0.05 010 015 0.20 0.25
Borate buffer concentration (M)

748



Journal of Chromatographic Science, Vol. 49, November/December 2011

methane, were assayed. High background noise, low sensitivity,
and several interfering peaks due to the internal standard were
obtained when using the diethyl ether—chloroform mixture, and
dichloromethane was used in the assay; n-hexane was the most
efficient extraction solvent with a 1:3 ratio (v/v). No significant
differences were obtained to the 1:5 ratio and when the extrac-
tion was carried out using two stages.

Several extraction procedures were investigated; however, due
to the low molecular weight of memantine, better analyte recov-
eries were achieved when derivatization was followed by extrac-
tion; this was accompanied by peaks from the derivatization of
endogenous matrix amines with the derivatizing agent FMOC-CI.
These peaks did not interfere with the analyte or internal standard.

In conclusion, extraction in one stage using n-hexane (1:3,
V/v), after derivatization, was determined to be the best condi-
tions for the assay.

The recoveries for the vitreous and plasma samples were 93.6
and 86.1%, respectively. The assay was determined at all dynamic
ranges of concentrations (10-1000 ng/mL), and the Cohran test
was used to corroborate that no different recoveries were found
depending upon the concentration level.

Analytical results and validation

Although several chromatographic methods have been devel-
oped for the determination of memantine and similar com-
pounds by derivatization, these studies are limited by several
inadequacies, such as the lack of an internal standard (6), time-
consuming extraction procedures, low extraction yields (16),
poor sensitivity or prolonged elution times (6,13,17), and a high
cost (18,19,21,22). Finally, no validation data or related chro-
matograms for memantine analysis in vitreous humour are
available (6).
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Figure 4. Chromatograms obtained from an extract of (A) rabbit blank plasma spiked with rimantadine as the IS (50 ng/mL), (B) rabbit blank plasma spiked with 50
ng/mL memantine and the IS (50 ng/mL), (C) rabbit blank vitreous humour spiked with rimantadine as the IS (50 ng/mL), (D) rabbit blank vitreous humor spiked with

50 ng/mL memantine and the IS (50 ng/mL).
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Memantine was analyzed in plasma and vitreous humour
using HPLC coupled with fluorescence detection and precolumn
derivatization with a fluorescent agent. Rimantadine was
selected as the internal standard because of its suitable retention
times and the stability of the derivatized product.

The Novapack C;g HPLC reversed-phase column packed with
4 pm particle size, preceded by a guard column cartridge of the
same material, was selected as the most efficient setup. In the
present study, the optimal mobile phase was a mixture of ace-
tonitrile-water (73:27, v/v) with a flow rate of 1.2 mL/min at
40°C and, for vitreous humour and plasma samples. When the
proportion of water to acetonitrile was increased in the mobile
phase, separation improved but sensitivity decreased. When the
proportion of acetonitrile to water was increased, the retention
time decreased and sensitivity increased; however, an interfer-
ence peak was detected near the memantine peak in both vit-
reous humour and plasma samples. The use of gradient elution
did not improve the separation. When methanol was included in
the mobile phase, interference peaks were eluted after the com-
pounds of interest. This substantially prolonged the chro-
matograms, making it impractical for a large number of samples
because of the loss of sample stability over time.

The injection volume was 10 pL; FMOC-memantine and
FMOC-rimantadine were detected at Aex 260 nm and
Aem 315 nm.

Under the chromatographic conditions described herein, the
retention times of memantine and rimantadine were approxi-
mately 10.5 and 12.0 min, respectively. No interference peaks or
baseline aberrations were observed at these retention times for
plasma and vitreous humour (Figure 4A and 4C).
Chromatograms (Figure 4B and 4D) showed separation of the
FMOC-CI derivatives of memantine (50 ng/mL) and rimantadine
(50 ng/mL) for plasma and vitreous humour. The total analysis
time did not exceed 15 min, and all the compounds eluted as dis-
tinct symmetrical peaks. Moreover, no interference from
endogenous tissue constituents was observed.

Liquid-liquid extraction with n-hexane (1:3, v/v), after the
derivatization from the plasma and vitreous humour, produced a
clean extract that was free of inter-
fering endogenous peaks, as demon-
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ison (¢-test) of the slopes obtained in the addition experiment
and in the analysis of synthetic samples showed that memantine
was free of a matrix effect in vitreous humour (the slope of the
addition experiment did not differ from the slope calculated by
the analysis of water standard solutions). In contrast, in plasma
there was a matrix effect, causing the slope of the addition exper-
iment for memantine in plasma to be significantly lower than
the slope obtained with water solutions.

LOQ, accuracy, precision, ruggedness, and stability

The LOD was determined as the lowest concentration with a
signal-to-noise (S/N) ratio of 3. The LOD of memantine was
3 ng/mL. The LOQ, defined as S/N = 10, for plasma and vitreous
humour was 10 ng/mL.

The accuracy and precision of intra- and inter-assay of
memantine in tissue control samples of vitreous humour and
plasma are shown in Table II. Accuracy is defined as: [(found
value/added value) x 100%], which was 94.2-98.8% for vitreous
humour and 96.4-105.5% for plasma, throughout the examina-
tions for the five different concentrations. Precision is expressed
as the coefficients of variation (CV). The intra- and inter-assay
coefficients of variation evaluated in the standard solutions
varied, respectively, between 2.0 and 8.1% and between 2.6 and
10.1% for vitreous humour, and between 2.9 and 3.8% and
between 6.0 and 9.0% for plasma. The values were lower than the

Table 1. Standard Addition Experiments in Vitreous Humour
and Plasma from Memantine

Memantine
Ref.* Slope R?
Vitreous humour 94.9194 93.7825 0.9971
Plasma 8439711 0.9987

* Slope found in the analysis of water standard solutions.
* The differences between the standard addition and reference slopes are significant
(p <0.05).

strated by the drug-free plasma and | Table I1. Accuracy and Intra- and Inter-Assay Precision of Memantine in Vitreous Humour and
vitreous blanks (Figure 4A, 4C). Plasma
Calibration Intra-assay (n = 6) Inter-assay (n = 18)
Calibration curves were plotted as Conc. found Conc. found
the peak height ratio (drug/internal Theorical (mean + SD) Accuracy  Precision  (meanSD)  Accuracy  Precision
standard) versus the drug concentra- Matrix  conc. (ng/ml) (ng/mL) (%) CV (%) (ng/mL) (%) CV (%)
tlont. ?e assay wafsll(;nigl(r)(l)n the E()fn- Vitreous 10 974038 9.9 8.1 95+1.0 942 10.1
centration range of 10-1000 ng/mL for | " 50 494517 98.8 34 49135 98.2 71
memantine. The linear-regression 125 119984 95.9 70 119698 95.7 82
equations obtained were y = (0.0272 + 500 477498 9.5 20 4761£125 95.2 26
0.0003)x - (0.3475 = 0.1466), r2 1000 986.7 + 26.0 98.7 26 987.0+ 40.9 98.7 42
=0.9971 for vitreous humour (n = 21), |
ndy = OISO QT2 | 0 e e e
2 _ _ ST B . D IO, . .
0'01?55)’ r_ N 0.9987ff0r plz}sm?f(n =21). 125 1251443 100.1 34 1206 £9.9 96.4 8.2
he existence of matrix effects was 500 5273182 105.5 34 485.9+33.9 972 70
verified by adding a stan_da.rd toablank 1000 1036.7 +30.8 103.7 29 973.7 £ 875 97.4 9.0
sample (Table I). A statistical compar-
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reference limits cited in the literature in every case (EU Council
Directive 96/23/EC [2002/657/EC]).

Minor changes that may occur in the laboratory did not pro-
duce differences in the measurement results; the standard devi-
ation of the differences, 10.87 (Table III), was not significantly
larger than the standard deviation of the method in repro-
ducibility conditions (12.5 and 33.9 for vitreous humour and
plasma, respectively, Table II). None of the factors, when taken
together, had any effect on the analytical results (Table III). The
analytical method was sufficiently rugged in terms of the modi-
fications selected.

The results of the stability studies show that memantine and
rimantadine are stable at —20°C after 100 days in an aqueous
solution and at least 15 days in plasma and vitreous humour. No
degradation of the analytes before derivatization had taken place
over a 24 h storage period at 4°C with the concentration of the
control samples. The stability of the derivates at —=20°C up to 10
h after the derivatization indicates that the derivates are suffi-
ciently stable for the time required for the analysis.

Application

Measurements of plasma and vitreous concentrations of
memantine in rabbits after subtenon administration confirmed
the utility of the proposed analytical methodology. The mean
memantine concentrations in plasma and vitreous humour after
the administration of 0.3 mL memantine (15 mg/mL) are shown
in Table IV.

Conclusions

This analytical procedure was validated in terms of selectivity,
recovery, linearity, precision, accuracy, ruggedness, and stability.
The LOQ is adequate for use in ocular bioavailability studies. In
conclusion, the results indicate that this HPLC procedure repre-
sents a highly specific and reproducible method that provides
consistent quantification of memantine in the plasma and vit-
reous humour.

Table I11. Experiment Design for Ruggedness Study (Minor Changes)

result

* F/f: habitual factor/non-habitual factor; MT: memantine concentration;
Di: differences; SDi: standard deviation of the differences
t1:25 days; 2: just prepared. ¥ 1: branch 1; 2: branch 2.

$ 1: habitual operator; 2 non-habitual operator.

Combination of determination number ACkHOWIEdgmentS
Parameter Factor Value (F/f)* 1 2 3 4 5 6 7 8 D; Spi Thi d d by th
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Abstract
Aim: To prepare and evaluate the in vitro release of meman-
tine-loaded poly(anhydride) (Gantrez®) nanoparticles (NPs).
The clinical safety and retinal toxicity caused by unloaded
NPs after sub-Tenon and intravitreal ocular injections were
also evaluated. Methods: Preparation and characterization
of this type of NP as well as the in vitro release study are de-
scribed. Twenty-three healthy New Zealand rabbits were
used for clinical and histological assessment after sub-Tenon
and intravitreal ocular injections of unloaded NPs. Results:
The amount of drug associated with NPs was 55 j.g of me-
mantine/mg of NP. The release profile of memantine from
this type of NPs was characterized by an initial burst effect,
followed by continuous release of the drug for at least 15
days. No relevant complications were found during the clin-
ical follow-up. The histological evaluation suggested that
Gantrez NPs are well tolerated after sub-Tenon ocular injec-
tion and that signs of inflammation during the first days after
intravitreal ocular injections can be considered a normal re-
action of the eye’s defence mechanism.

Copyright © 2012 S. Karger AG, Basel

Introduction

Glaucoma affects 65 million people in the world and
is the second main cause of blindness. Nearly 10% of oph-
thalmological disorders are related to this pathology.

This ocular disease is a neurodegenerative disease
characterized by progressive degeneration of retinal gan-
glion cells [1]. It is characterized by structural changes in
the optic disc and retinal fibre layer, as well as irreversible
visual field loss. Reducing intraocular pressure helps to
prevent the appearance of glaucoma and its progression
in some patients; however, the reduction of intraocular
pressure alone is not always effective.

Neuroprotection refers to the use of any treatment
modality that prevents, retards or reverses neuronal cell
death resulting from primary neuronal lesions [2, 3]. The
concept of ocular neuroprotection has been advanced to
treat the primary problem of glaucoma and/or neuronal
death and is the name given to treatments directed at the
loss of neurons. This address is the mechanism by which
cell injury results in cell death or dysfunction, while low-
ering intraocular pressure, thus addressing the process
responsible for cell injury.

Excessive activity of NMDA-type (N-methyl-D-aspar-
tate) glutamatergic channels has been pointed to as a
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mechanism for neuronal injury in neurological disorders,
including glaucoma and retinal disease. So memantine,
an NMDA-type glutamatergic channel blocker, could be
effective in reversing experimental excitotoxicity [4].

Memantine (1-amino-3,5-dimethyladamantane) is a
low-affinity voltage-dependent uncompetitive antago-
nist to glutamatergic NMDA receptors. This drug is able
to inhibit the prolonged flow of Ca?* ions which repre-
sents the basis of neuronal excitotoxicity. Therefore, me-
mantine may rescue neurons by its blockade of excessive
glutamate receptor activation and can prevent ganglion
cell death mediated by NMDA activation. Currently,
studies have shown that treatment with memantine pro-
tected retinal ganglion cells in monkey models of glau-
coma, reducing ganglion cell loss during treatment with
this drug, measured by multifocal electroretinography
and visual evoked responses [5].

So far, clinical applications of these neuroprotective
therapies have been conditional upon the highly system-
ic doses needed to achieve treatment concentrations in
target tissue, such as the retinal ganglion cell layer.

An important goal is the development of a safe and ef-
fective means of chronic delivery of memantine to the
posterior pole [6-8].

At present, eye medications are given in different ways
including topical, systemic, intraocular and periocular.
When a systemic route (i.e. parenteral or oral) is used, the
main concern is that drug doses are usually too high and
side effects are exacerbated. On the other hand, when a
drug is delivered topically (e.g. as eye drops), the fraction
of dose remaining on the corneal surface is usually too
low to achieve effective drug concentrations in the vitre-
ous or other internal tissues [9, 10]. Therefore, in many
cases, only ‘invasive’ forms of delivery (i.e. intravitreal or
sub-Tenon routes) are capable of offering sufficient drug
concentrations to the inner parts of the eye.

Specifically, nanoparticles (NPs) have been proven to
come in useful in increasing the bioavailability of some
active molecules in ophthalmology [11-14]. In our case
we selected a copolymer of methyl vinyl ether and maleic
anhydride (Gantrez® AN) as material for the preparation
of NPs. This copolymer is widely used for pharmaceuti-
cal and medical purposes. In addition, the resulting NPs
have demonstrated adequate abilities to control the re-
lease of the loaded drug and its biocompatibility [11-13].

The objectives of this study were the preparation,
characterization and in vitro evaluation of memantine-
loaded NPs. In addition, the clinical safety and retinal
toxic response induced by these NPs after sub-Tenon and
intravitreal administration were also evaluated.
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Materials and Methods

Chemicals

Gantrez AN 119 [poly(methyl vinyl ether-comaleic anhydride)
or poly(anhydride); MW 200,000] was a kindlgift by ISP (Barce-
lona, Spain). Memantine hydrochloride (grade >98% GC) was
provided by Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain). Acetone and etha-
nol were obtained from VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois,
France) and phosphate-buffered saline from Gibco (Spain). o-
Phthalaldehyde was supplied by Molecular Probes (USA). All oth-
er chemicals used were of analytical grade and obtained from
Merck (Madrid, Spain): methanol, 2-mercaptoethanol, boric acid,
potassium hydroxide.

Preparation of Poly(anhydride) NPs

Poly(anhydride) NPs were prepared by a solvent displacement
method [15]. Memantine was then added to the NPs by simple in-
cubation in an aqueous medium at room temperature. Briefly, 10
ml of an ethanol-water mixture (1:1, v/v) was dripped slowly into
5 ml of previously dissolved acetone containing 100 mg Gantrez
AN. The organic solvents were removed under reduced pressure
(Biichi R-144, Switzerland) and 10 mg of memantine hydrochlo-
ride, previously dissolved in 1 ml of water, was dispersed in the
freshly prepared NPs and incubated for 30 min under magnetic
stirring at room temperature. After this time, the resulting carri-
ers were purified by centrifugation at 20,000 rpm for 20 min (sig-
ma 3K30, Germany). The supernatants produced at the purifica-
tion stage were collected and stored at -20°C in order to quantify
the unloaded memantine. Finally, the pellets were resuspended in
water, and the formulations were frozen and freeze-dried (Gene-
sis 12EL, Virtis, USA) using sucrose (5% w/v) as a cryoprotector.
The resulting formulation was termed memantine-loaded NPs.

Control NPs were prepared in the same way, in the absence of
memantine and all batches of lyophilized NPs were stored at room
temperature until use. That period was less than 3 months after
fabrication. During this period of time, and when the NPs are
stored as dry powder under room temperature, the stability is
higher than 1 year.

Physicochemical Characterization of NPs

The particle size and the {-potential of NPs were determined
by photon correlation spectroscopy and electrophoretic laser
Doppler anemometry, respectively, using a Zetamaster analyser
system (Malvern Instruments, UK). Samples were diluted with
double distilled water (measure of size) or 1 mM KCl (quantifica-
tion of {-potential) and examined at room temperature. All mea-
surements were performed in triplicate.

The morphological characteristics of the NPs were examined
by scanning electron microscopy (Zeiss DSM 940A SEM;
Oberkochen, Germany) with a digital imaging capture system
(Point Electronic GmbH, Halle, Germany). For this purpose,
freeze-dried NPs were resuspended in ultrapure water and centri-
fuged at 20,000 rpm for 20 min at 4°C. Supernatants were then
rejected and the pellets were mounted on a glass plate on metal
stubs, using double-sided adhesive tape, and dried under hot flow
air. Finally, the particles were coated with a thin layer of 12 nm of
gold using an Emitech K550 sputtering device (Emitech, UK).

The yield of the NP preparation process was determined by
gravimetry as described previously [16]. Briefly, Gantrez AN NPs,
freshly prepared, were freeze-dried in the absence of the cryopro-
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tector. The yield was then calculated as the difference between the
initial amount of polymer used to prepare NPs and the weight of
the freeze-dried carriers.

Memantine Quantification

The amount of memantine added to the NPs was estimated by
quantification of free memantine in the supernatants obtained
during the purification phase using a fluorometric method with
o-phthaldialdehyde, previously described [17] and validated [18]
in terms of accuracy precision, specificity, linearity and detection
limits.

A stock standard solution of o-phthalaldehyde was prepared
by dissolving it in methanol (125 mg in 1.5 ml); 200 pl of 2-mer-
captoethanol was then added and the mixture taken up to a vol-
ume of 100 ml with borate buffer 0.4 M, titrated to pH 10.4 with
KOH. This solution was stored in the dark at 4°C for not more
than 1 week. A stock standard solution of memantine was pre-
pared by directly dissolving commercially available reagent in
doubly distilled water at a concentration of 100 wg/ml. Working
solutions were prepared by diluting the stock solution in water
within a range of 0-50 pwg/ml.

In a set of 96 microtiter plates (Thermo Lab Systems, Vantaa,
Finland) a volume of 50 I of working solution of memantine and
100 pl of stock o-phthalaldehyde standard solution were added
per well. After shaking the mixture for 60 s, fluorescence mea-
surements were performed in a spectrophotometer at Aex 340 nm
and Aem 450 nm (Labsystems iEMS Reader MF, Finland).

For analysis, the supernatants (obtained from control NPs and
memantine NPs) were defrosted at room temperature and diluted
with ultrapure water (1:60, v/v). Each sample was assayed in trip-
licate and no interferences from the presence of poly(anhydride)
were found in the memantine analysis.

The amount of memantine associated with the NPs was calcu-
lated as the difference between the initial amount of memantine
added and the amount of memantine determined in the superna-
tants. Thus, memantine loading was expressed as the amount of
memantine (in micrograms) per milligram of NPs, whereas the
association efficiency was determined as follows:

association efficiency (%) = (Quassociated/ Qinitial) X 100

where Q,ssociated 1S the total weight of memantine entrapped in the
batch of NPs and Qi is the initial weight of memantine added.

In vitro Release Study

In order to obtain the memantine release profile from
poly(anhydride) NPs, 10 mg of lyophilized memantine NPs was
dispersed in 1 ml phosphate-buffered saline (from Gibco™, pH
7.4, containing 0.1% sodium azide as preservative) in Eppendorf
tubes. The samples were incubated at 37 £ 1°C under agitation
in a VorTemp 56™ Shaking Incubator (Labnet International Inc.)
for specified periods of time. At each time interval, samples were
assayed in triplicate and blank Gantrez AN NPs were used as a
control. After the incubation, formulations were centrifuged at
17,000 rpm (Allegra™ X-22R Centrifuge, Beckman Coulter) for
20 min at 4°C. The memantine released was quantified in the su-
pernatants, which were frozen at -80°C to be analysed later by the
fluorometric method as described above. The release profile was
expressed in terms of cumulative release in percentages, and plot-
ted versus time.
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Intravitreal and Sub-Tenon Administration

All injections were performed under general anaesthesia and
aseptic conditions. General anaesthesia was achieved by intra-
muscular injection of 20 mg/kg of ketamine and 2 mg/kg of xyla-
zine. All formulations were prepared under aseptic conditions

Sub-Tenon and Intravitreal Injection of NPs

The ocular sub-Tenon injection was carried out in the poste-
rior space; the ocular surface was anaesthetized using topical 4%
lidocaine drops. Adequate exposure was obtained by placing an
eyelid speculum. The episcleral layer was entered using a 22-gauge
trocar, with a 0.85 X 25-mm intravenous cannula made of poly-
tetrafluorethylene. The trocar was advanced approximately 12—
15 mm into the episcleral space using a Zeiss Omi 99 microscope
for visualization (Germany).

Intravitreous injections (0.1 ml) were given (in both eyes) in
the approximate centre of the vitreous humour through a 27-
gauge needle inserted below the superior rectus muscle, 2-3 mm
from the corneal limbus. Previously, 0.1 ml of aqueous humour
had been removed through a 27-gauge needle.

Eventually, 23 healthy New Zealand white rabbits, weighing
2-3 kg and aged 2-3 months, were selected and divided into two
lots (1 and 2). In lot 1 thirteen animals were injected intravitreal-
ly with 1.6 mg of NPs in 0.1 ml of saline solution. This group of
animals underwent bilateral enucleation at 24 hand 1,2, 3 and 6
weeks after injection. In lot 2 ten animals received 4 mg of NPs in
0.3 ml of saline solution through the sub-Tenon space. This group
of animals underwent bilateral enucleation at 1, 2 and 3 weeks af-
ter treatment.

One animal from each lot, intravitreally and via the sub-Tenon
space, was used as a control and received only 0.1 ml and 0.3 ml
of saline solution, respectively.

Clinical Evaluation

All rabbits from both the sub-Tenon and intravitreal groups
were examined by slit lamp and indirect ophthalmoscopy before
injection and at each successive predetermined time point (24 h,
1, 2, 3 and 6 weeks after injection for the intravitreal group, and
1, 2, 3 weeks after injection for the sub-Tenon group).

The aim of the visual inspection was to look for signs of in-
flammation at the anterior pole of the eye. The frequency and se-
verity of conjunctival hyperaemia and chemosis, subconjunctival
haemorrhage, iris vessel engorgement and cataract formation
were evaluated using a scale of 0-3 for grading: grade 0 for nor-
mal; 1 for slight conjunctiva and iris congestion; 2 for moderate,
and 3 for severe congestion or hyperaemia. Cataract formation
was analysed and encoded in terms of cataract type (nuclear, cor-
tical or subcapsular), extension (focal or diffuse) and density
(grade 1 corresponded to a slight opacity that provided a clear
view of the details of the fundus; grade 2 indicated moderate opac-
ity; grade 3 was total opacity, making observing details of the
retina difficult).

Vitreous clarity was evaluated by indirect ophthalmoscopic
examination, and a scale of 0—4 was used for assessing this. Brief-
ly, grade 0 indicated a clear view of retinal details, grade 1 corre-
sponded to slight obscuration of retinal details; mild obscuration
of retinal details with a clearer view of small retinal vessels was
grade 2; moderate obscuration of retinal details with visibility of
only large vessels corresponded to grade 3, while grade 4 indi-
cated that only a faint view of the retina could be observed, only
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Table 1. Characterization of NPs (means * SD, n = 10)

Size Polydispersity {-Potential Yield Memantine content Encapsulation
nm index mV % pg/mg NP efficiency
%
NP 186 £26 0.081+0.010 -483%25 81x2 - -
Mem-NP 179 £25 0.154%+0.032 -51.2%2.1 782 54.6 £16.0 38.7%x11.8

NP = Gantrez AN control NPs; Mem-NP = memantine-loaded NPs. Size and polydispersity index of the NP batches were assessed
by photon correlation spectroscopy, the {-potential by electrophoretic laser Doppler anemometry; yield of the polymer was trans-
formed into NPs; memantine content indicates the amount of memantine loaded into NPs.

Fig. 1. SEM for lyophilized NPs loaded with memantine. Scale
bar =1 pm.

intuitively detecting the optic nerve papilla. Other findings such
as vitreous haemorrhage, areas of local retinal inflammation, ret-
inal detachment, retinal fibrosis or retinal haemorrhages were
analysed in the fundus examination.

Histopathology

After the macroscopic analysis, all rabbits that had been in-
jected through the sub-Tenon space and intravitreally were eu-
thanized by intravenous injection of 20% sodium pentobarbital
(30 mg/kg) and the eyes immediately enucleated. Previously, the
globes had been marked off at the 12-o’clock position with a
scleral silk 6-0 suture. Then the globes of periocular tissues were
removed (muscle, Tenon capsule and conjunctiva) and washed
with 0.9% saline solution. An aqueous paracentesis with a
27-gauge needle was undertaken to decrease intraocular pres-
sure before the injection of 0.1 ml of fixative solution into the
vitreous cavity. Afterwards, the globes were immersed in 10%
formaldehyde fixative solution and sent to the Histology and Pa-
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thology Department of Veterinary Science, University of Zara-
goza, for analysis.

The samples were processed and dyed with haematoxylin-eo-
sin for light-microscopic examination and assessment of the fol-
lowing parameters: preservation of the architecture and normal
proportions of the different eye structures, specifically the retinal
layers (retinal pigment epithelium, inner and outer segments of
photoreceptors, external nuclear layer, internal nuclear layer and
ganglion cell layer). The presence of degeneration or necrotic pro-
cesses, inflammatory signs and abnormal cell growths, such as
atrophy, hyperplasia, neoplasia or neovascularization, was evalu-
ated. A retinal morphometric analysis was performed using the
Image Analysis System NIS-Elements ver. 3.07 (Nikon), to deter-
mine the neurosensory mean retinal thickness and both external
and internal nuclear layers and ganglion cell layer thickness.

Other parameters such as optic disc oedema or retinal detach-
ment were also analysed.

All procedures were carried out under Project License P107/07
approved by the in-house Ethics Committee for Animal Experi-
ments from the University of Zaragoza (Spain). The care and use
ofanimals was compliant with the Spanish Policy for Animal Pro-
tection RD1201/05, which meets the European Union Directive
86/609 on the protection of animals used for experimental and
other scientific purposes.

Results

Characterization of Gantrez NPs

The main physicochemical properties of poly(anhy-
dride) NP formulations are summarized in table 1. Over-
all, the memantine-loaded NPs displayed a similar mean
size to that of control NPs (186 vs. 179 nm, respectively).
Furthermore, both control and memantine-loaded NPs
displayed a quite homogeneous aspect as indicated by the
low polydispersity index. The morphological analysis by
SEM confirmed that memantine-loaded NPs consisted of
ahomogeneous population of almost spherical and rough
particles (fig. 1). On the other hand, slight differences in
the negative surface charge were found for both types of
NPs. Finally, the amount of drug associated with NPs was
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Fig. 2. Release profiles from memantine-loaded Gantrez NPs after incubation under physiological conditions:
phosphate-buffered saline, pH 7.4 (0-15 days) at 37°C. Data are represented as means * SD (n = 3). a To 8 h.

b To 15 days.

calculated to be about 55 pg memantine per milligram of
NPs, with an association efficiency of about 40%.

In vitro Release Study

Figure 2 shows the release profile of memantine from
poly(anhydride) NPs under physiological conditions
(phosphate-buffered saline, pH 7.4) over 15 days. These
NPs displayed a biphasic release pattern characterized by
an initial burst effect, followed by a continuous release of
the drug over the course of at least 15 days. Initially, the
amount of memantine released increased rapidly during
the first 2 h. At this point about 35% of the loaded me-
mantine had been released from the NPs. Levels of re-
leased memantine were then maintained constant for at
least 7 days. On day 15, the amount of released meman-
tine was slightly lower than on day 7, due probably to de-
grading.

Clinical Safety

Ophthalmoscopic and Clinical Observations

Tables 2 and 3 show the results of clinical examination
after intravitreal and sub-Tenon administration of NPs.
One and 2 weeks after treatment, variable degrees of con-
junctival hyperaemia and chemosis - slight or mild -
were found in all eyes in the sub-Tenon group; however,
these had disappeared at the 3-week control. In 10 of 18
sub-Tenon-injected eyes, conjunctival haemorrhage was
observed, coinciding with the injection site, around the
superior rectus muscle insertion. Only 1 eye in the sub-
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Tenon group showed vascular engorgement of the iris at
week 2 after injection.

Variable grades of cataract were observed in some eyes
in the intravitreal group; however, this was not observed
in the sub-Tenon group. In most cases, this manifested
itself as a focal lens opacity located in the lower quad-
rants, in the posterior lens capsule, with higher density
cataracts in eyes at the 3-week control but without this
causing any difficulty for fundus examination. Immedi-
ately after the intravitreal injection, the formulation was
visible as a whitish film in the vitreous. During the 6
weeks of follow-up, this film remained floating in the an-
terior vitreous next to the posterior surface of the lens and
in the inferior vitreous forming whitish lumps. Four eyes
that had received more traumatic NP intravitreal injec-
tions showed a vitreous haemorrhage, slightly obscuring
the view of retinal details. Indirect ophthalmoscopy did
not reveal any retinal lesion, such as retinal detachment
or haemorrhage. None of the eyes showed optic disc in-
flammation or oedema. No signs of local retinal inflam-
mation or retinal fibrosis were observed in either group.

Histopathology

The histological analysis of eyes after NP sub-Tenon
injection showed a certain degree of distortion in the cy-
toarchitecture of the outer retina, with disruption of the
retinal epithelium and outer segments of the photorecep-
tors. This phenomenon was also observed in the control
group. Morphometric analysis of the retina revealed no
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Table 2. Clinical safety after intravitreal injection of unloaded Gantrez AN NPs

Analysis time Eyes Conjunctiva CH Iris Cataract VCS Fundus

1 day after injection 6 0.1.1.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 1.0.0.0.0.0 0.0.0.0.1.0 NL.NL.NL.NL.VH.NL
1 week after injection 6 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.2.1 1.1.1.1.1.1 VH.VH.NL.NL.VH.NL
3 weeks after injection 6 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 1.1.0.1.2.1 1.1.0.0.1.1 NL.NL.NL.NL.NL.NL
6 weeks after injection 6 0.0.0.0.1.1 0.0.0.0.0.0 1.1.0.0.0.0 0.0.0.1.2.1 0.1.0.1.1.1 NL.NL.NL.NL.NL.NL

Conjunctiva: grade of conjunctival hyperaemia and chemo-
sis (0 for normal; 1 for slight; 2 for moderate, and 3 for severe).
CH: grade of conjunctival haemorrhage (0 for normal or absent;
1 for slight; 2 for moderate, and 3 for severe). Iris: grade of vas-
cular engorgement of the iris (0 for normal or absent; 1 for slight;
2 for moderate, and 3 for severe). Cataract: 0 for clear lens; 1 for

slight lens opacity with permission of clear view of fundus; 2 for
moderate lens opacity, obscuring details of fundus; 3 for com-
plete lens opacification with no view of fundus. VCS = Vitreous
Clarity Score, see text. Fundus: NL = no lesions; VH = vitreous
haemorrhage. Each column shows the individual score for each
eye.

Table 3. Clinical safety after sub-Tenon injection of unloaded Gantrez AN NPs

Analysis time Eyes Conjunctiva CH Iris Cataract VCS Fundus

1 week after injection 6 2.1.1.1.2.2 0.1.2.1.2.1 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0.  0.0.0.0.0.0 NL.NL.NL.NL.NL.NL
2 weeks after injection 6 D220\l o2 0.0.1.0.0.1 1.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 NL.NL.NL.NL.NL.NL
3 weeks after injection 6 1.1.1.0.0.0 0.1.1.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 0.0.0.0.0.0 NL.NL.NL.NL.NL.NL

Conjunctiva: grade of conjunctival hyperaemia and chemosis (0
for normal; 1 for slight; 2 for moderate, and 3 for severe). CH: grade
of conjunctival haemorrhage (0 for normal or absent; 1 for slight; 2
for moderate, and 3 for severe). Iris: grade of iris vascular engorge-
ment (0 for normal or absent; 1 for slight; 2 for moderate, and 3 for

severe). Cataract: 0 for clear lens; 1 for slight lens opacity, enabling
clear view of fundus; 2 for moderate lens opacity, obscuring details
of fundus; 3 for complete lens opacification with no view of fundus.
VCS = Vitreous Clarity Score, see text. Fundus: NL = no lesions.
Each column shows the individual score for each eye.

significant differences between the intravitreal NP group
and the control group as regards the thickness of the neu-
ral retina or outer nuclear layer, indicating no degenera-
tion or atrophy of the retinal tissue. Figure 3a—c shows the
retinal appearance 1, 2 and 3 weeks after administration
of unloaded sub-Tenon NPs. The architecture of the reti-
nal layers was preserved in 5 of the 6 sub-Tenon eyes stud-
ied 3 weeks after administration. Only 1 eye showed a
focus of retinal distortion, affecting mainly the ganglion
cell layer, associated with oedema of the choroid; how-
ever, this fact was also observed in 1 of the control eyes.
Inflammatory signs were present in the corneoscleral lay-
er and ciliary body during the first 2 weeks after admin-
istration, reduced to minimal degrees 3 weeks after ad-
ministration.

No signs of degeneration were found in the retina
24 h, 1, 3 or 6 weeks after intravitreal injection of NPs. A
focus of choroid oedema and swelling of the retinal nerve
tibre layer was detected in only 1 eye 24 h after the intra-
vitreal injection, and in this eye the ciliary body present-
ed mild inflammatory infiltration.

6 Ophthalmic Res
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Unlike the sub-Tenon group, intravitreally injected
eyes reveal inflammatory cells in the vitreous cavity.
These inflammatory cells are composed mainly of mono-
and polynuclear cells at 24 h, and macrophages and giant
multinuclear cells at 1 and 3 weeks, practically disappear-
ing at 6 weeks (fig. 4). In only 1 case was the presence of
cataract confirmed histologically.

Discussion

Memantine (1-amino-3,5-dimethyladamantane hy-
drochloride) is a novel, low-to-moderate-affinity, non-
competitive NMDA receptor antagonist of the open
channel blocker type. Memantine is used in the treat-
ment of Parkinson’s disease, some types of movement
disorders [19] and some dementia syndromes [20], and
has recently been described as a potential treatment for
glaucoma [21].

Different studies determining the presence of meman-
tine in vitreous humour and plasma [22], and the bio-
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Fig. 3. Histology of the retina on days 7, 14 and 21 after sub-Tenon
injection (a-c). The architecture of the retina layers was pre-
served. Vitreous cavity (V), ganglion cell layer (G), inner nuclear
layer (IN), outer nuclear layer (OT), photoreceptor layer (rods and
cones, RC) and retinal pigment epithelium (R). The disruption
between the photoreceptor layer and the retinal epithelium is due
to actual histological manipulation (D). HE stain. Original mag-
nification X400.

availability of memantine after sub-Tenon and intravitre-
ous administration are being carried out by our research
group [unpubl. data].

Further experimental studies to determine the possi-
bility of using a drug delivery system to maintain an ef-
ficient level of intravitreal memantine for a longer period
of time in order to improve its use in treatment are now
also being carried out by our research group. Here we can
point to our initial experimental studies using Gantrez
AN NPs as carriers of memantine by different ocular
treatment pathways.

Memantine-loaded NPs were prepared by simple in-
cubation of freshly prepared Gantrez AN NPs with me-
mantine. After this incubation, the fraction of free drug

Properties of Memantine NPs
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was eliminated by purification and the resulting NPs
dried by lyophilization.

NPs displayed a homogeneous mean size of about 180
nm. The preparative process enabled us to yield highly
homogeneous NPs as corroborated by measuring the
polydispersity index (lower than 0.2-0.3) and the SEM
photographs (fig. 1). Interestingly, the {-potential of me-
mantine-loaded NPs was not significantly different from
that observed for empty NPs. This fact can be explained
by a combination of two phenomena: physical entrap-
ment in the matrix and covalent link to the surface of
NPs. In the former, at least a fraction of free memantine
would be entrapped in the matrix of Gantrez AN NPs,
which could be due to the swelling of the particles in
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Fig. 4. Macrophages (M) in the intravitreal cavity (V) 1 week after
intravitreal administration. Retinal layers were preserved (RL).
HE stain. Original magnification x400.

aqueous media forming a ‘sponge’ structure [23]. In the
latter, memantine would be bound to the surface of Gan-
trez AN NPs after reaction between amino groups of the
drug with the anhydride residues of the polymer, as has
been described previously for the coating of these NPs
with albumin [24] or flagellin [25].

The in vitro release kinetics of memantine would be a
consequence of this bimodal distribution of the drug
within the NPs. In fact, in vitro release experiments of
memantine were characterized by a very rapid burst ef-
fect of about 20%, followed by a continuous release of the
drug over the course of at least 8 h.

In this study Gantrez NPs were administered by intra-
vitreous and sub-Tenon routes, and both clinical safety
and histological evaluations were carried out.

The visual inspection of the eyes’ anterior segment re-
vealed more inflammation, including conjunctival hyper-
aemia and chemosis in the sub-Tenon-injected eyes, prob-
ably due to greater manipulation of the periocular tissues
in this route of administration. Nevertheless, signs of in-
flammation were mild to moderate and at the 3-week con-
trol had already disappeared. Cataract formation was ob-
served in some eyes after intravitreal NP injection. In most
cases, it was possible to observe focal lens opacity located
in the lower quadrants at the posterior lens capsule. How-
ever, histological evidence of cataract, with fragmentation
of cortical lens fibres and globules of denatured proteins
were found in only 1 eye, suggesting that the lens opacities
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observed clinically - and interpreted as cataracts — were
probably artefacts caused by the formulation of masses
floating in the anterior vitreous in contact with the poste-
rior surface of the lens, producing a false image of cataract.
The formation of cataracts after intravitreal injections, as
described above, suggests a traumatic origin associated
with the injection technique. Moreover, posterior subcap-
sular cataract has been suggested to be more likely associ-
ated with elevated intra-ocular pressure after intravitreal
injection of certain drugs [26] than with oxidative toxic
damage induced by the NPs - an effect similar to the
mechanism described for steroid-induced cataract. The
NPs administered intravitreally as a suspension appeared
floating as whitish films and lumps in the vitreous, where-
as the eyes injected with saline solution or via the sub-
Tenon route appeared clear. The position of precipitates in
the vitreous could be a key factor in the appearance of vi-
tritis or local retinal damage [27]; however, in our case in-
direct ophthalmoscopy did not reveal any sign of retinal
damage such as fibrosis, haemorrhages, infiltrates or vas-
cular proliferation. Only 1 of the eyes receiving NPs via the
sub-Tenon space developed a focus of retinal distortion,
affecting the ganglion cell layer and associated with oe-
dema of the choroids. This was also observed in a control
eye injected with saline solution, suggesting mechanical
damage more than a chemical insult.

The histological assessment of the different ocular tis-
sues suggested that Gantrez NPs were well tolerated after
sub-Tenon administration. The injuries observed are typi-
cal of physical trauma and tend to disappear with the pas-
sage of time. We observed a few inflammatory cells (lym-
phocytes) in the periocular tissue at the injection site but
not in the retina or other ocular tissues. The intravitreal
route could also be considered tolerable in most cases, since
signs of inflammation observed in the vitreous cavity and
ciliary body during the first days tend to disappear 6 weeks
later without affecting the retina layers. This can be con-
sidered as a normal self-defence mechanism of the eye. The
retina appeared normal with no apparent structural chang-
es. The disruption in the outer segments of the photorecep-
tors observed in histopathological sections of some eyes
was probably produced by histological handling itself.

Our results suggest that rabbit eyes receiving poly(an-
hydride) NPs intravitreally or via the sub-Tenon route did
not manifest any notable structural changes. It should be
kept in mind that after intravitreal injection, NPs remain
floating in the vitreous, and so this may interfere with
patients’ visual clarity. The advantage of sub-Tenon ad-
ministration is that NPs are retained at the site of injec-
tion without penetrating the vitreous [28].

Prieto/Puente/Uixera/Garcia de Jalon/
Perez/Pablo/Irache/Garcia/Bregante

03.04.2012 14:04:47
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