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RESUMEN

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad
causada por el deterioro de la macula, pequefa zona localizada en el centro de
la retina, estructura la cual es la encargada de la agudeza visual que permite
percibir detalles finos de las imagenes que ocupan el centro de nuestro campo
visual.

La edad es un factor directamente relacionado ya que aumenta el numero de
lesiones, asi como la gravedad de las mismas. La prevalencia de la DMAE
aumenta con cada década tras los 50 afios, observandose la mayor prevalencia
después de los 80.

Puesto que la esperanza de vida ha ido en aumento la incidencia de esta
enfermedad ha crecido con ella y hoy en dia se observa mas recurrentemente
patologias de la retina y la coroides.

El tratamiento actual se centra en frenar el avance de la enfermedad mediante
la administracion de farmacos antiangiogénicos por medio de inyecciones
intravitreas; ya que se trata de una medida invasiva que conlleva ciertos riesgos,
asi como el rechazo del propio paciente, surge la necesidad de investigar nuevas
formas farmacéuticas como hidrogeles, sistemas particulados, liposomas o
implantes intravitreos que prolonguen la liberacion de los farmacos a fin de

disminuir el numero de inyecciones.

INTRODUCCION

La degeneracion macular (DMAE) se trata de un trastorno progresivo, crénico y
comun de la macula de la retina que afecta a personas mayores, el resultado
final de este desorden es la ceguera.

La DMAE es causada por el dafio a los vasos sanguineos que irrigan la macula
y que dafan, en consecuencia, su estructura. En el paciente se produce un
deterioro progresivo de la funcion visual.

Al tratarse de una degeneracidon de la zona de la macula, la visién central se
puede ver afectada, pero en muchos casos la visién periférica no manifiesta

danos, es decir, no se produce una pérdida completa de la vision.
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llustracion 1 Vision de una persona con DMAE. Imagen obtenida de la pagina web Cuidateplus.

(1)
Lo ideal es realizar revisiones periddicas ademas de llevar un autocontrol desde
casa para el diagnostico precoz mediante una sencilla prueba, la rejilla de
Amsler, esta prueba puede solicitarse en el éptico o en el oftalmblogo y permite
detectar si las lineas rectas se ven torcidas o distorsionadas (un sintoma
caracteristico de la DMAE humeda). Estas revisiones son clave para detectar la

enfermedad en sus etapas iniciales y comenzar asi el tratamiento.

FISIOLOGIA DEL OJO

El ojo es el 6rgano encargado de la visidn, sensible y complejo, con una
anatomia y fisiologia unicas.

La estructura ocular se puede dividir en dos segmentos, anterior y posterior (ver
ilustracion 2). El segmento anterior cubre un tercio del globo ocular junto con el
humor acuoso, y el resto esta ocupado por el segmento posterior, incluyendo el
liquido vitreo. ElI compartimento ocular anterior se compone de coérnea,
conjuntiva, humor acuoso, cristalino, iris y cuerpo ciliar. Por otro lado, el
compartimento posterior esta compuesto por esclerdtica, coroides,
coriocapilares, membrana de Bruch, retina, epitelio retiniano pigmentario (EPR),

membrana limitante interna y cuerpo vitreo.
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llustracion 2 Estructura del ojo humano. Imagen obtenida de M. Joseph et al. (2)



La principal estructura que se ve afectada es la macula, se trata del area central

que recoge las imagenes de forma detallada en el centro del campo de visién y

las envia al nervio 6ptico que las interpreta como vision, cuando se produce la

degeneracion de las células maculares las imagenes no se perciben de manera

correcta.

En las etapas iniciales de la DMAE la vision no se ve afectada, es mas tarde

cuando las personas comienzan a experimentar vision borrosa u ondulada y

finalmente la vision central puede perderse por completo, aun asi el resto de la

retina funciona, conservando la vision periférica, aunque esta tampoco es muy

nitida.

El globo ocular casi esférico se encuentra lleno de liquidos (humores).

Podemos diferencias 3 capas:

- La capa o tunica externa (la esclerotica o blanco del ojo y la cornea) es
fibrosa y protectora.

- La capa de la media (compuesta por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris) es
vascular.

- La capa mas interna o retina es nerviosa o sensorial.
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llustracion 3 Imagen de la anatomia del globo ocular. Imagen obtenida de la pagina
Sabelotodo. (3)

Los humores del ojo estan separados por el cristalino, detras de este se situa el
en humor vitreo y por delante el humor acuoso. El cristalino en si es flexible y
esta suspendido por ligamentos que le permiten cambiar de forma para enfocar
la luz en la retina, la cual esta compuesta de neuronas sensoriales.

Otras de las estructuras que debemos mencionar y que afectan a la
farmacocinética del farmaco que tendremos en cuenta mas adelante son las

siguientes:



e EIl humor vitreo: tiene un volumen de 4 ml, y consiste en una matriz 3D
basada en colageno (fibrillas heterotipicas de colagenos tipo Il, tipo V / Xl y
tipo IX) y acido hialurénico (HA) (glicosaminoglicano que rellenan los
espacios entre las fibras). Las funciones principales del humor vitreo son
mantener la forma mas o menos esférica del globo ocular, proteger las
distintas capas de posibles traumatismos y hacer de soporte uniforme para
que las imagenes se reflejen nitidamente en la retina.

« La membrana limitante interna (ILM): No es una membrana en si, sino que
se trata de uniones intercelulares entre las células fotorreceptoras y las
células de Muller?.

« EPR: es una membrana epitelial con uniones intercelulares estrechas que se
encuentra entre la retina neural y la circulacion sanguinea coroidea
constituyendo una barrera importante para las macromoléculas. Nutre el
tejido nervioso de la retina y lo mantiene sano mediante el transporte de
moléculas dentro y fuera, eliminando las células muertas, segregando
hormonas y modulando factores inmunes, todo esto hace que aumente el
papel del RPE en la DMAE.

« La barrera hematorretiniana: lleva a cabo un control estricto del transporte
de liquidos y solutos asi como para la prevencién de entrada de moléculas

téxicas y componentes del plasma en la retina.

DEGENERACION MACULAR: CAUSAS Y TIPOS

La DMAE es una enfermedad multifactorial que involucra inflamacion y
neovascularizacion coroidea (NVC). Se manifiesta de manera caracteristica en
dos formas: "seca" y "humeda". La mayoria de los pacientes con pérdida de
vision sufren la forma "humeda" de DMAE debido a la NVC y patologias
relacionadas como hemorragia subretiniana, cicatrizacion fibrovascular y
desprendimiento del EPR.

La formacion de NVC implica varios pasos fisiopatolégicos:

o Degeneracion senil del EPR.

! Célula caracteristica de la zona comprendida entre la membrana limitante externa de la
retina y la membrana limitante interna, donde desarrollan funciones estructurales de soporte
y metabolismo.



e Depdsito de drusas.

e Rotura de la membrana de Bruch. Capa mas interna de la coroides, su grosor
aumenta con la edad viéndose reducido el transporte de metabolitos y
generando drusas.

e Formacién y cicatrizacion de NVC. En la etapa final de la enfermedad, la
neovascularizacion da como resultado una cicatriz macular fibrovascular o
atrofica (cicatriz disciforme) y el consiguiente dafio permanente de la vision
central.

La DMAE se puede dividir de la siguiente forma:

« Temprana.

o Intermedia.

o Tardia.

DMAE seca (atrofia geografica).

Se produce cuando las células de la macula sensibles a la luz se van

deteriorando poco a poco. El sintoma mas comun es tener la vision un poco

borrosa, existen problemas a la hora de reconocer rostros y probablemente se
necesite mas luz para leer y realizar otras tareas. Se caracteriza por una
evolucion lenta y progresiva.

Una de las primeras sefnales de este tipo de DMAE es la aparicion de drusas

(depédsitos amarillos debajo de la retina). Los depésitos tipicos de drusas se

encuentran debajo del epitelio pigmentario de la retina y la membrana de Bruch

y varian ampliamente en numero, tamano, forma y distribucién. La mayoria de

las drusas miden 20-100 ym y se caracterizan por ser duras o blandas. (4)

« Drusas duras: aparecen como manchas redondas y discretas de color
amarillo-blanco, se identifican comunmente en muchas poblaciones. No
estan relacionados con la edad y no conllevan un mayor riesgo de desarrollo
de neovascularizacion.

o Drusas blandas: estan mal definidas, con bordes irregulares, que miden 63
Mm o mas. Diferentes estudios y ensayos han indicado que las drusas
grandes, suaves y confluentes estan relacionadas con la edad y se asocian
con un mayor riesgo de desarrollo de DMAE avanzada con

neovascularizacion. (5)



llustracion 4 Fotografia del tipo de DMAE seca. Imagen obtenida del Instituto de
Oftalmologia Avanzada de Madrid. (6)

DMAE humeda (DMAE neovascular).

Ocurre cuando existe neovascularizacion bajo la macula debido al factor de

crecimiento endoteliar vascular A (VEGF-A), que causa el crecimiento y la
secrecion de nuevos vasos sanguineos deébiles y muy fragiles que
frecuentemente liberan sangre y liquidos danando la vision central. Ademas,
existe un aumento de la permeabilidad vascular en la retina permitiendo el flujo
de moléculas pequenas.

Con este tipo de DMAE la pérdida de visién sucede muy deprisa y es mas severa
que la seca. Cabe destacar que las personas que finalmente padecen este tipo

de DMAE sufrieron primero la forma seca.

llustracion 5 Fotografia del tipo DMAE himeda. Imagen obtenida del Instituto de
Oftalmologia Avanzada de Madrid. (6)

Normal Degeneracién Degeneracién
Macular Humeda  Macular Seca

llustracion 6 Esquema de los tipos de DMAE. Imagen obtenida de la Clinica Gonzalez
Costea. (7)



Un factor que debemos tener en cuenta es la predisposicion genética, puesto
que es el epigenoma? quien contribuye sustancialmente a la organizacién de una
retina funcional, asi como al desarrollo de la enfermedad a través del ajuste de
los patrones de expresion génica, estos cambios epigenéticos especificos se
asocian con la DMAE. (8) Los antecedentes familiares también juegan un papel
importante ya que el miembro de una familia que posea parentesco directo con
otro que padecezca DMAE tienen mayor riesgo de heredar esa patologia.
Existe una influencia de los factores ambientales en esta expresion génica
existiendo una interaccion gen-ambiente.

Algunos de los factores influyentes son los siguientes: tabaco, alcohol,
obesidad, malos habitos alimenticios, hipertensién arterial, problemas
circulatorios, asi como la exposicion directa y prolongada al sol.

También cabe mencionar los factores sociodemograficos: edad, sexo, raza/etnia

y estatus socioeconémico.

DIAGNOSTICO

El examen clinico suele ser suficiente para establecer un diagndstico de DMAE,
aunque las anomalias maculares sutiles se detectan mejor con la ayuda de
pruebas auxiliares como la autofluorescencia del fondo de ojo, la tomografia de
coherencia optica (OCT), la angiografia con fluoresceina (llustracion 6, fondo
ocular con DMAE humeda) y la angiografia con verde de indocianina (llustracion
7, fondo ocular con DMAE exhudativa antes y después del tratamiento con anti-
VEGF).

La OCT puede ser una prueba auxiliar util en cualquier etapa de la DMAE. En
pacientes con DMAE seca, las exploraciones High Definition B-scan (ultrasonido
ocular) son utiles para evaluar la estructura de las drusas y para examinar las
capas retinianas adyacentes que puedan verse comprometidas por el proceso

de la enfermedad. (5)

2 Los cambios epigenéticos son los cambios que se producen en el modo en el que los genes se activan o
desactivan sin cambiar la secuencia misma del ADN.



llustracion 7 Fluoroangiografia. Fotografia de R. Terrana Imagen obtenida de la pagina Salud
ocular by Othea (9)

llustracion 8 Angiografia con verde de indocianina. Fotografia de R. Terrana Imagen obtenida
de la pagina Salud ocular by Othea. (9)

TRATAMIENTO

Hoy en dia no hay opcién de tratamiento para la DMAE temprana; cuando la
enfermedad sigue avanzando a su estadio intermedio la alternativa existente es
el uso de vitaminas para enlentecer la progresién de la enfermedad ya que
algunos estudios dicen que parece haber una relacion entre la ingesta de
complejos vitaminicos especificos y la ralentizacion de la progresion. (10)

Para la DMAE de tipo humeda si que existe tratamiento y se basa en la utilizacion
de inyecciones de agentes anti-factor de crecimiento endotelial (VEGF). Un
procedimiento menos comun es el uso de verteporfina, una terapia
fotodinamica (TFD), en este procedimiento, la medicacion con verteporfina se
inyecta en el suministro de sangre venosa y es absorbida por los vasos
sanguineos recién formados. El laser fotodinamico se dirige al ojo afectado con
DMAE, lo que activa el medicamento produciendo radicales libres de oxigeno,
provocando asi la destruccién de los vasos recién formados, al tiempo que salva
la arquitectura de los vasos normales. El resultado esperado de este tratamiento
es retardar la progresion de la pérdida de vision neovascular "humeda" de la
DMAE. La tercera opcidén de tratamiento para la DMAE utiliza el método de
fotocoagulaciéon con laser mencionado por el Instituto Nacional del Ojo de los
NIH.
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Nos centraremos en la utilizacion de farmacos antiangiogénicos (anti-VEGF)
que actuan mejorando o estabilizando la visién. No curan la enfermedad en si,
pero en muchos casos mejoran los sintomas y la calidad de vida de los
pacientes. Dichas sustancias se inyectan dentro del ojo (uso intra-vitreo).

Los pacientes afectados por la DMAE requieren controles peridédicos por un
oftalmologo especializado y en muchos casos supone un tratamiento regular, la
duracion de este tratamiento dependera de como evolucione su vision, esto
habitualmente conlleva un gasto econémico y un desgaste para el paciente.
Para un tratamiento efectivo es necesario que se logren y mantengan las
concentraciones terapéuticas del farmaco en los tejidos diana por lo que la
inyeccion intravitrea es la via de administracion de eleccion para que los
farmacos accedan al segmento posterior, pero esta via tiene como inconveniente
que es invasiva y no se encuentra exenta de riesgos.

Los farmacos empleados en el tratamiento de este tipo de afeccion son:

antiangiogénicos (Bevacizumab, Aflibercept, Ranibizumab) y corticoides

(Dexametasona).

El mecanismo de accion de los tres primeros es el siguiente:

Se unen a las isoformas del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
bloqueando su unién a los receptores bioldgicos, los cuales estimularian la
neovascularizacion.

En cuanto a los corticoides:

Se cree que la neovascularizacion es una respuesta a la hipoxia causada por los
depdsitos drusos que interrumpen el flujo de oxigeno desde la coroides a través
del RPE hacia las células de la retina. El papel de la inflamacién en el desarrollo
de DMAE neovascular es poco conocido, sin embargo, se cree que la

inflamacion cronica de bajo grado causa la progresion de la DMAE. (8)

Los corticoides controlan la cascada inflamatoria, y mejoran la agudeza visual al
reducir la exudacion y el fluido, pero no producen un cese permanente del

crecimiento neovascular.
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Destacamos el uso de dexametasona que parece tener un beneficio visual y
anatomico al asociarlo junto a ranibizumab durante la dosis de carga inicial en

pacientes con NVC.

Se realizo un estudio con 16 pacientes con NVC subfoveal secundaria a la DMAE
y se asignaron aleatoriamente a 2 grupos: grupo 1 (monoterapia con
ranibizumab) y grupo 2 (terapia combinada con ranibizumab (0,5 mg en 0,05 ml)
y dexametasona (0,4 mg en 0,1 ml)). Ambos inyectados con una dosis inicial
durante 3 meses, los sujetos fueron reevaluados un mes después de la tercera

dosis.

Al comparar la respuesta obtenida en ambos grupos de tratamiento se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la mejoria de agudeza
visual corregida (MAVC) a favor del grupo de terapia combinada, pero no asi
en la reduccion del grosor macular central medio (central subfield thic- kness
[CST]), ni del volumen macular medio (retinal volume, [RV]).

Aunque son necesarios estudios con mucho mayor seguimiento y tamafo
muestral, el presente estudio sugiere que la dexametasona asociada a
ranibizumab, con el mismo grado de respuesta antatomica, mejora los resultados

visuales en pacientes con NVC secundaria a DMAE. (11)

Finalmente cabe mencionar el uso de aptameros, ligandos oligonucleotidicos
de ADN o ARN monocatenario, que se unen a dianas moleculares con alta
afinidad y especificidad. Actualmente existe un aptamero (E10030) de ADN
indicado contra el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que
estimula la angiogénesis. En la actualidad se encuentra en un ensayo clinico de
fase lll, en combinacién con agentes anti-VEGF para el tratamiento de la DMAE.
Los estudios informaron que la inhibicion de PDGF aumenta la sensibilidad de
las células endoteliales a los agentes anti-VEGF. Por lo que la terapia combinada
de anti-VEGF vy otros factores de crecimiento puede ser beneficiosa para mejorar
la vision. (2)

En la siguiente tabla podemos observar la lista de macromoléculas disponibles

para el tratamiento de enfermedades oculares posteriores.
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List of ially available lecules/biologics for of posterior ocular diseases

Trade Generic Type of Molecule Biological Target Disease Reference
Name Name
Lucentis®  Ranibizumab  Humanized monoclonal | VEGF-A isoforms AMD, DME, | [125-128]
antibody fragment DR, RVO
Eylea® Aflibercept | Fusion protein VEGF-A, VEGF-B AMD, DME, | [129-131]
isoforms and PLGF DR
Avastin® Bevacizumab | Humanized full length 'VEGF-A isoforms AMD [125,132]
(off label) monoclonal antibody

Macugen®  Pegaptanib | RNA aptamer VEGF-A|65 only AMD [133)

PLGF = Placental growth factor, VEGF = Vascular endothelial growth factor, RNA = Ribonucleic acid, RVO =
Retinal vein occlusion, AMD = Age related Macular Degeneration; CNV = Choroidal Neovascularization, DME =
Diabetic Macular Edema

llustracion 9 Imagen obtenida de Joseph et al. (2)

ViA DE ADMINISTRACION: INYECCION INTRAVITREA

La inyeccion intravitrea es una técnica poco invasiva utilizada para administrar
farmacos, en el tratamiento de enfermedades oftalmoldgicas, directamente a la
zona posterior del cristalino, en la cavidad vitrea.

Los volumenes maximos para inyecciones intravitreas son 50 y 100 pl en conejos
y humanos, respectivamente, unos volimenes de inyeccion mayores
aumentarian la presién intraocular, causando asi dafo ocular. (12)

Se utiliza esta via para administrar los farmacos porque tanto la administracion
oral como la intravenosa no permiten que el principio activo alcance
concentraciones terapéuticas en el interior del ojo, ademas de que, en algunos
casos, para alcanzar estos niveles, las dosis que deberian utilizarse por via oral
serian demasiado altas y podrian resultar dafinas.

De este modo, la medicacion actua localmente sobre la retina y, en concreto

sobre la macula.

llustracion 10 Representacion de la inyeccibn intravitrea. Imagen obtenida de la pagina
Behance realizada por el Dr. Ezequiel Campos Mollo. (13)
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llustracion 11 Esquema de las diferentes rutas de administracién y anatomia del ojo. Imagen
obtenida de Varela et al. (14)

Los efectos secundarios son poco frecuentes y muchos se pueden manejar.

Pueden incluir:

Aumento de la presién en el ojo.
Moscas volantes.

Inflamacion.

Sangrado.

Lesiones en la cornea.

Dafno a la retina o nervios vy

estructuras circundantes.

Efectos secundarios a raiz de los

medicamentos que se utilizan.

e Endoftalmitis.

e Desprendimiento vitreo.

e Hemorragia retiniana.

e Hemorragia conjuntival.

e Toxicidad retiniana.

e Cataratas.

e Pérdida de la vision.

e Pérdida del ojo (muy poco

frecuente).

La complicacion mas temida es la infeccion (endoftalmitis). Sin embargo, la

buena preparacién en el quiréfano y las condiciones de asepsia hacen que su

incidencia sea muy baja. El procedimiento, que se realiza con una aguja muy

fina, es indoloro para el paciente, rapido (alrededor de 5 minutos) y sencillo. No

obstante, dado la delicadeza de las estructuras oculares que se tratan, es

importante que sea realizado por un oftalmélogo especialista para garantizar los

mejores resultados y evitar complicaciones. Se deben tomar varias precauciones

durante la administracion intravitrea, como evitar tocar la retina o el cristalino; la

linea de visién debe dejarse intacta (el campo de visién puede bloquearse); y la

incision de inyeccidn debe ser lo mas pequefa posible para prevenir el desarrollo

de infecciones oculares y la fuga de vitreo. (14)
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Antes de realizarse la inyeccién, se desinfectan los parpados y el ojo del
paciente, a quien también se le aplica anestesia topica (gotas) para que no sienta
ninguna molestia durante el procedimiento.

El post tratamiento no es doloroso ni requiere ningun cuidado especial, salvo
ponerse colirio antibiético durante unos dias.

Es necesario hacer examenes previos a la administracion de las inyecciones:
exploracion completa del fondo de ojo, que en la mayoria de los casos incluye la
realizacion de una OCT. También pueden requerirse otras pruebas diagndsticas
complementarias como la angiografia fluoresceinica. (14)

El numero de inyecciones que deberan aplicarse y su frecuencia de repeticion
(que normalmente se va espaciando a medida que avanza la terapia)
dependeran de las pautas indicadas por el especialista, segun cada caso.
Como he comentado se presentan algunos efectos tras la administracion de la
inyeccion, surge asi la necesidad de encontrar formulaciones de liberacion mas
sostenida para mantener la concentracion terapéutica y minimizar el niumero de
inyecciones, de esta manera también disminuiremos la falta de adherencia al
tratamiento.

Son muchas las ventajas que presentan las inyecciones intravitreas como hemos
mencionado, no obstante, cuando inyectamos en el humor vitreo también existen
desventajas:

e Hemorragia subconjuntival.

e Elevaciéon temporal de la presién intraocular (PIO).

¢ Buena via de eliminacion de farmacos por lo que resulta dificil llevar a cabo

un fenémeno de liberacion prolongada.

FARMACOCINETICA

La investigacion farmacocinética de las inyecciones intravitreas muestra la
dificultad a la hora de obtener muestras para analizar. La mayoria de los estudios
in vivo que se han llevado a cabo han sido realizados en conejos como modelo
animal experimental, pudiendo ser necesario su sacrificio para recolectar las
muestras del humor vitreo, aunque se pueden aplicar técnicas novedosas como

la microdialisis para la recoleccion continua de muestras sin necesidad de
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sacrificar a los animales. De acuerdo con los marcos regulatorios de las 3R, la
alternativa es extraer humor acuoso o muestras de sangre y luego hacer una
correlacién con la concentracién del farmaco en el humor vitreo. (14)
La concentraciéon de farmaco que se alcanza tras la inyeccidon intravitrea
depende de:

e Volumen de distribucion del farmaco.

e Dosis inicial inyectada.

e Tasa de eliminacion.

e Tasa de degradacion de los materiales poliméricos.
Los dos factores que afectan predominantemente a la farmacocinética de los
principios activos inyectados en el vitreo son:

e Distribucién en el humor vitreo

e Aclaramiento.
Ademas, otras barreras oculares pueden limitar el paso del farmaco

dependiendo del sitio objetivo dentro de la cavidad vitrea.

HUMOR VITREO: Dependiendo de la naturaleza del farmaco y la formulacion

utilizada, el humor vitreo puede actuar como una barrera importante para la
liberacién del farmaco o su influencia puede ser insignificante.

Se encuentra cargada negativamente, por lo que las particulas neutras y
anionicas se mueven libremente mientras que la movilidad de las cargadas
positivamente se encuentra limitada por las interacciones con los componentes
negativos del gel vitreo. Esta estructura actia como una barrera estatica y
dinamica. La barrera estatica es la estructura vitrea en si misma, aunque no es
una barrera muy restrictiva en términos de movilidad molecular y la barrera
dinamica consiste en los procesos de flujo y aclaramiento.

MEMBRANA LIMITANTE INTERNA (ILM): es una barrera mecanica y

electrostatica ubicada entre el vitreo y la retina compuesta de colageno, laminina

y fibronectina. Su composicion y espesor (~4 um) pueden variar a lo largo de su
estructura, mostrando un tamafo de poro de 10 nm. Limita el acceso de los
sistemas de administracion de farmacos y las macromoléculas a la retina

después de la inyeccidn intravitrea.
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BARRERA HEMATO-RETINIANA (BRB): estd formado por las células
endoteliales capilares retinianas (BRB interno) y las células del EPR (BRB

externo), ambos tipos de células restringen el transporte de farmacos entre la
retina y la sangre circulante.

El EPR posee una variabilidad de permeabilidad del farmaco en funcion de las
caracteristicas fisicoquimicas del mismo (peso molecular, lipofilicidad, union a
proteinas, gradiente de concentracién del farmaco y su afinidad con los
transportadores existentes a ese nivel), que pueden aumentar o disminuir la
transferencia del farmaco a través del EPR.

La retencion del sistema de administracion y sus componentes dentro de la
cavidad vitrea depende de:

e Las barreras fisicas del ojo.

e La circulacion sanguinea.

o Composicién quimica del humor vitreo.

Otro aspecto que debe tenerse en cuenta es el efecto de la inyeccion en si, ya
que la aguja crea un canal a través del humor vitreo dejando una via de baja
resistencia para el paso de los principios activos debido a un cambio en la
integridad de este. (14)

Una vez que inyectamos los principios activos estos se mueven hasta llegar a su
zona objetivo mediante dos fendmenos de transporte:

e Difusion:

El movimiento de las moléculas se consigue mediante gradientes de
concentracion, una vez que se administra el principio activo las particulas se
mueven por el humor vitreo hasta alcanzar un equilibrio de concentracion y llegar
finalmente a la zona deseada, en este momento no se produce mas difusion.
La velocidad con la que el farmaco difunde depende de:

e Propiedades fisicoquimicas del mismo:

- Peso molecular: los bajos pesos moleculares no presentan restriccion a
través de la malla polimérica vitrea (tamafo de malla limite del vitreo es

de 550 nm) (15) por lo que su coeficiente de difusidon es mayor.
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- Carga neta de las particulas: Los farmacos con particulas neutras o
anionicas se pueden mover libremente en el humor vitreo, siendo idoneas
para la administracion intravitrea.

e Retencion vitrea.

e Componentes estructurales.

Respecto a la restriccion de carga cabe mencionar una técnica denominada
iontoforesis ocular, con ella se consigue que los farmacos penetren la
membrana de forma ionizada mediante la aplicacion de una corriente eléctrica,
por lo que se restringe a sustancias activas capaces de ionizarse. La corriente
eléctrica favorece el paso del farmaco a través de la barrera celular. Esta técnica
permite variar la densidad de la corriente y el tiempo de aplicacion consiguiendo
distintos efectos. La iontoforesis se puede aplicar tanto en la cérnea (iontoforesis
transcorneal) como en la conjuntiva 'y esclera (iontoforesis
transconjuntival/escleral) y ha permitido incrementar las concentraciones de

farmaco en vitreo y retina.

e Conveccion:

Este proceso se lleva a cabo gracias a las diferencias de presiéon y temperatura
entre la camara anterior y la superficie retiniana, ya que el flujo convectivo
intravitreo depende de la presién, un aumento de esta podria cambiar los valores
de flujo en el humor vitreo, por ejemplo, en algunas patologias como el glaucoma
y el desprendimiento de retina, donde se notan valores de presion intraocular
mas altos, se ha observado un aumento en la conveccidn. Se advierte también

que existe un mayor impacto en las moléculas grandes.

Debemos tener en cuenta la licuefaccion del humor vitreo, degeneracion
asociada al envejecimiento que varia la proporcion entre la forma liquida y
gelatinosa aumentando la primera, factor que influye en los procesos de difusion
y conveccion y por tanto en la farmacocinética del principio activo.

Este proceso podria causar un aumento en la difusividad del farmaco, debido a
que la malla de fibras presenta menos restriccion de movimiento frente a las

moléculas de su interior conduciendo asi a un incremento de la eliminacioén, a su
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vez debida a la pérdida de homogeneidad vitrea se produce un aumento en el

flujo convectivo. (14)

ELIMINACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
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llustracion 12 Imagen obtenida de Varela et al. (14)

Tras la administracidn intravitrea, el aclaramiento del farmaco puede ocurrir

mediante dos vias, la anterior o posterior como se muestra en la imagen previa.

Aclaramiento anterior: El principio activo difunde cruzando el cristalino y el

cuerpo ciliar hasta la camara posterior, su eliminacién se produce con el
recambio del humor acuoso hasta la camara anterior donde se eliminan por
el flujo de salida trabecular y uveoesclerar.

La ruta de eliminacion anterior es accesible a todo tipo de medicamentos, ya
que pueden moverse libremente a través de la membrana, generalmente los
farmacos que se eliminan por esta via son moléculas hidrofilicas y
grandes.

Los datos de eliminacidon de esta via presentan vidas medias mas altas en
comparaciéon con la de la ruta posterior, se sabe que la presencia del farmaco
es mayor en el humor acuoso, es decir, se elimina por la via anterior, ya que
la vida media es mayor. (14)

Aclaramiento posterior: Produce una rapida eliminacién del vitreo (semividas

en el intervalo de horas) debido a la gran superficie disponible para la
permeacion y la presencia de transportes activos por el flujo sanguineo
coroideo.

Se ha identificado una relacidn entre las propiedades fisicoquimicas del

farmaco y sus vidas medias dentro del humor vitreo, el peso molecular del
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farmaco, su lipofilia y la relacion dosis / solubilidad a pH 7,4 son los
principales parametros que afectan la vida media del farmaco en el vitreo.
De esta manera las moléculas pequeias y lipofilicas son las que se

eliminan por esta via.

La distribucién de farmacos en el segmento posterior del ojo es un paso crucial

en el tratamiento de patologias oculares para obtener un efecto farmacolégico

en el sitio correcto. Los factores que afectan a la distribucion del farmaco en el

humor vitreo son predominantemente:

e Ladiferencia de presion del vitreo que afecta al flujo convectivo del segmento
anterior al posterior (tiene mas impacto en moléculas grandes).

e Eltamano de las particulas como he mencionado anteriormente.

e Las posibles interacciones farmacoldgicas con los elementos del humor
vitreo, como por ejemplo las proteinas. La albumina, que es la mas
abundante puede producir una disminucién del farmaco libre, el cual es capaz

de ejercer funcion farmacoldgica.

En la siguiente tabla podemos ver las estructuras involucradas en las distintas
vias (BAB: Blood-Aqueous Barrier; BRB: Blood-Retinal Barrier).

Features Anterior Route Posterior Route
Tissue involved BAB BRB
Elimination pathway Aqueous humor outflow Choroidal flow
Molecule characteristics Hydrophilic Lipophilic

High molecular weight ~ Small molecular weight

llustracién 13 Imagen obtenida de Varela et al.(14)

OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado es explorar las formulaciones
de liberacion sostenida que hay en investigacion para el tratamiento de la
degeneracion macular.

En concreto, los objetivos especificos son:
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e Ventajas biofarmacéuticas y farmacocinéticas de las formulaciones no
convencionales.

e Determinar las caracteristicas de las formulaciones para inyecciones
intravitreas.

e Seleccién de la formulacién mas prometedora.

MATERIAL Y METODOS

Se realizara una revision bibliografica de varios estudios recogiendo informacién
para comparar las distintas presentaciones de farmacos de inyeccién intravitrea
en el tratamiento de la DMAE.

Para ello hemos visitado distintas paginas web con el fin de poder aportar la
informacion general sobre el tema.

También se ha recopilado informacion a través de la base de datos Medline,
mediante PubMed (motor de busqueda gratuito mantenido por el Centro
Nacional de Informacién sobre Biotecnologia).

Los descriptores que se han utilizado, obtenidos a través de la pagina
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) para la realizacién de la busqueda
de articulos, fueron los siguientes: poblacion “Macular degeneration”,
intervencion “Intravitreal injections”, resultados “Administration”, ademas
afiadimos otros descriptores, “Polysaccharides” y “Pharmacokinetics”, y

” o« ” o«

finalmente cada tipo de formulacion “Hydrogel”, “Drug Implants”, “Nanoparticles”

y “Liposomes”.

o (intravitreal injections) AND (administration) Filters: Free full text, in the last
10 years = 1647 resultados.

« (hydrogel) AND (intravitreal injections) Filters: Free full text, in the last 10
years = 12 resultados.

e (drug implants) AND (intravitreal injections) Filters: Free full text, in the last 10
years = 188 resultados.

e (polysaccharides) AND (intravitreal injections) Filters: Free full text, in the last
10 years = 32 resultados.

« (pharmacokinetics) AND (intravitreal injections) Filters: Free full text, in the

last 10 years = 129 resultados.
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e ((nanoparticles) AND (intravitreal injections)) AND (macular
degeneration) Filters: Free full text, in the last 10 years = 15 resultados.

e ((drug implants) AND (intravitreal injections)) AND (macular
degeneration) Filters: Free full text, in the last 10 years = 127 resultados.

e ((liposomes) AND (intravitreal injections)) AND (macular
degeneration) Filters: Free full text, in the last 10 years = 5 resultados.

Los unicos criterios de inclusidon que he afiadido han sido: “Free full text”, “in the

last 10 years”, no he acotado por rango de edad ya que se trata de una

enfermedad asociada a gente mayor y tampoco he hecho distincién entre

hombre o mujeres porque no hay evidencias de que se presente de manera

desigual entre ambos, solo se puede puntualizar que las mujeres son mas

propensas a padecerla.

Finalmente he de destacar que, una vez realizadas las busquedas, ya que

muchas de ellas no trataban la DMAE, accedi a distintos articulos que habian

sido citados en mis busquedas iniciales.

RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de los sistemas de administracion de farmacos intravitreos (Drug
Delivery Systems DDS) se basa en el analisis farmacocinético para evaluar la
liberacion prolongada del farmaco.

Uno de los materiales mas habituales en la formulacién de los DDS son los
polisacaridos, destacando los naturales por ser econdmicos, facilmente
disponibles, no téxicos, potencialmente biodegradables y generalmente
biocompatibles, algunos de los que se pueden utilizar son: acido hialurénico
(HA), acido alginico (ALG), quitosano, pectina, goma de xantano, polietilenglicol
(PEG).

En cuanto a las formas de DDS para la administracion de farmacos que podemos

encontrar son las siguientes:
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llustracion 14 Imagen obtenida de Luaces et al. (16)

e Hidrogeles.

o Sistemas particulados:
- Microparticulas.
- Nanoparticulas.

o Implantes.

e Liposomas.
A continuacion, se describen los tipos de DDS:

HIDROGELES:

Los hidrogeles son depdsitos poliméricos que retienen fisicamente las moléculas

del farmaco para permitir la liberacion controlada del mismo. La formacién de la
red de hidrogel es mediante la reticulacion de macromoléculas a través de
enlaces quimicos (covalentes) y / o interacciones fisicas (asociaciones
hidrofdbicas, interacciones electrostaticas). Las matrices de hidrogel resultantes
generan barreras fisicas o quimicas que limitan la difusién de las moléculas del

farmaco, proporcionando asi la base para la liberacion controlada del farmaco.
Son una buena alternativa, hay dos tipos:

« Biodegradables: su ventaja de que solo se necesita una primera inyeccion

para su colocacién y posteriormente se degradan solos.
- Naturales: HA, quitosano, alginato, dextranos y polimeros de seda.
- Sintéticos: PEG, poli (acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), poli-e-

caprolactona (PCL) y mezclas de estos y con otros.
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Los naturales presentan la ventaja de una minima toxicidad y alta
compatibilidad ocular, no obstante, la liberacion es mas corta en comparacion
con los sintéticos.

No biodegradables.

Otro de los tipos de hidrogeles interesantes para administracién ocular es:

Termosensibles: a temperatura ambiente se encuentran en estado liquido,

una vez en contacto con el globo ocular y a una temperatura corporal de 35-
37 grados la formulacién se convierte en gel. En estos casos la difusién a
través de la estructura del gel es relativamente rapida, lo que limita su utilidad
como formulaciones de liberacién prolongada. No obstante, podria ser un
buen punto de partida.

No termosensibles: también contienen PEG, pero su comportamiento de

gelificacion se ve menos afectado por los cambios de temperatura.

A continuacion, se describen los diferentes hidrogeles que se desarrollaron con

varias asociaciones de polimeros.

TERMOSENSIBLES:

ESHU es un hidrogel termosensible disefiado por Park et al (17) formado por
el polimero poli (etilenglicol) -poli- (serinol hexametilenuretano). La ESHU
sufre inmediatamente la transicion de fase sol-gel y forma un hidrogel
esférico. En estudios in vitro no se alcanzé la meseta de liberacion durante
las 17 semanas, si que se observd que al aumentar el porcentaje de polimero
hasta un 20% el hidrogel era mas rigido y por tanto la liberacién explosiva
inicial del farmaco mas baja (17). En cuanto a los estudios in vivo se
utilizaron conejos blancos de Nueva Zelanda y se compararon los efectos de
administrar ESHU frente a una unica inyeccion intravitrea en bolo. Se
inyectaron 1,25 mg de bevacizumab (50 pL) en los ojos de ambos grupos,
observandose que en el grupo ESHU al 15% la liberacion de Bevacizumab
de mantuvo durante mas de 9 semanas. En la grafica se muestra en escala

semilogaritmicala concentracion de farmaco a lo largo del tiempo. (18)
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llustracion 15 Liberacion de bevacizumab in vivo. Imagen obtenida de Rauck et al. (18)

En un animal que permaneci6 bajo observacién durante 18 semanas, el gel se

volvi6 mas transparente con el tiempo, lo que sugiere la aparicién de

degradacion. Previamente, se demostré que ESHU sufre una degradacion de

aproximadamente 10% y 20% después de 45 dias in vitro. (18)

mPEG-PLGA- BOX hidrogel formulado por Hu et al (19), se utiliz6 PEG que
forma parte de geles anfifilicos (hidréfilos e hidrofobos) y consiste en
copolimeros de bloque de metoxi-poli (etilenglicol) -bloque-poli (acido lactico-
co-glicélico). En los estudios in vitro la liberacién de bevacizumab a partir
de hidrogeles de mPEG-PLGA-BOX al 20% (p/ p) y al 25% (p / p) durd hasta
un mes, sin un efecto de explosion significativo. Ademas, el dia 30, la
liberacion total acumulada de bevacizumab de estos hidrogeles fue del 55%
y el 65%, respectivamente. Respecto a los estudios in vivo los resultados
mostraron que el bevacizumab liberado del hidrogel mPEG-PLGA-BOX
sensible al calor suprimié la angiogénesis de los ojos de conejos, sin
embargo, es necesario la realizacion de mas ensayos a pesar de los
resultados prometedores.

Se ha demostrado que el hidrogel descrito es un vehiculo adecuado para
albergar farmacos inyectables intravitreos, en concreto para la administracion
de bevacizumab. La histomorfologia de la retina del conejo indicé que mPEG-
PLGA-BOX intravitrea no es toxico. (19)

PLGA-PEG-PLGA se trata de un gel formulado por Xie et al (20) formado por
poli (acido lactico-co-acido glicdlico) -poli (etilenglicol) - poli (acido lactico-co-
acido glicdlico) en el que también se utiliz6 PEG. Los ensayos in vitro
mostraron una liberacion de rafaga inicial de bevacizumab (15% liberado en
las primeras 6 h) seguida de una fase de liberacién lenta durante hasta 14

dias, en lo referente a los ensayos in vivo se utilizaron ratas Sprague-Dawley
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a las que se les inyecto 1,5 pl del hidrogel (18,75 pg de bevacizumab, 20%
(p/v)de PLGA-PEG-PLGA), se observo que un dia después de la inyeccion,
las concentraciones de bevacizumab en el humor vitreo alcanzaron 56,56 ug
/ mly 59,31 ug / ml para la soluciéon acuosa de bevacizumab y para el hidrogel
respectivamente. A las 4 semanas la concentracion de bevacizumab en el
humor vitreo fue de 0,03 pg / ml en animales inyectados con el hidrogel
mientras que no se detectd farmaco en el humor vitreo de animales
inyectados con la solucion acuosa. Como se ha demostrado, los autores
detectaron pequenas diferencias en la liberacion de bevacizumab, por lo que
estos resultados deben interpretarse con cautela. (20)

PEOz-PCL-PEOz es un hidrogel biodegradable del polimero tribloque poli (2-
etil-2-oxazolina) -b-poli (e-capro-lactona) -b-poli (2-etil-2-oxazolina) creado
por Wang et al (21). De manera in vitro se liber6 Bevacizumab a una
velocidad constante de 40 ug / dia durante 11 dias sin un efecto de explosion
inicial, también se observo que el 80% del bevacizumab cargado se liber6 en
20 dias, sin embargo, no se alcanzaron concentraciones terapéuticas en los
momentos iniciales con este hidrogel. (21)

PNIPAmM-PEG DA Awwad et al (22) cre6 este hidrogel formado por poli (N-
isopropilacrilamida) termorresistente reticulado con diacrilato de poli
(etilenglicol). En ensayos in vitro se observé un perfil de liberacion bimodal
formado por una primera fase de rafaga (60% de bevacizumab se elimino
después de 5 dias) seguida de una fase de liberacion prolongada mas lenta

hasta el dia 28. No se tienen datos de estudios en modelos animales. (22)

NO TERMOSENSIBLES

PEG-Mal de 4 brazos y PEG-SH de 4 brazos fue sintetizado por Yu et al (23),
al tratarse de un hidrogel no termosensible su comportamiento de gelificacion
se ve menos afectado por los cambios de temperatura, en los ensayos in
vitro se aprecio que un aumento en la densidad de reticulacion en estos geles
produce una disminucion en la tasa de liberacién de Bevacizumab, por lo que
la liberacion mas lenta se logré con el hidrogel que poseia la densidad de

reticulacion mas alta (solucion de PEG-SH de 4 brazos al 7,5% (p / v)) con
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aproximadamente un 20% de bevacizumab liberado en un dia y casi un 70%
de bevacizumab liberado en los siguientes 14 dias.

El tiempo de gelificacién, tamafio de poro, relacion de hinchamiento y
propiedades mecanicas de este hidrogel se pueden controlar modulando la
concentracion de PEG-SH de 4 brazos. (23)

(HA-VS) y dextrano tiolado in situ se trata de un hidrogel sintetizado por
Yu et al (24) que utilizé HA como uno de los componentes principales porque
se encuentra de manera natural en el ojo. De manera in vivo se utilizaron
conejos blancos de Nueva Zelanda a los que se les inyectaron 40 uL del
hidrogel, la concentracion de Bevacizumab en el vitreo estaba a un nivel
terapéuticamente relevante (alrededor de 50 pyg / ml) a los 6 meses
aproximadamente 107 veces mayor en comparacion con una solucion de
Bevacizumab. Ademas, los autores afirman que la estabilidad de las
proteinas no se ve comprometida puesto que no existen interacciones
hidrofobicas entre el anticuerpo y el polimero. (24)

La siguiente imagen muestra la concentracion de Avastin (Roche Ltd,

Bevacizumab) comparando la inyeccién en gel frente a la inyeccién en bolo.
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llustracién 16 Imagen obtenida de Yu et al (24).

Fibroina de seda es el componente de este hidrogel sintetizado por Lovett
et al (25), de manera in vitro probaron una dosis estandar (1,25 mg de
bevacizumab) y una dosis alta (5,0 mg de bevacizumab) en formulaciones de

hidrogel. Ambos tipos de hidrogeles mostraron una alta liberacion de
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explosion hasta el dia 7 y una liberacion final acumulada del 40% y 62%
después de 91 dias, respectivamente. En cuanto a los ensayos in vivo se
inyectaron intravitreamente (50 uL / o0jo) en conejos Dutch-belted y se
obtuvieron semividas vitreas de 10 dias para la dosis altay 13,1 para la dosis
estandar, ambos fueron significativamente mas altas en comparacion con el
control de dosis estandar (4.32 dias). Teniendo en cuenta estos resultados a
los 90 dias para los hidrogeles y a los 30 dias para el control, los autores
concluyen que estas formulaciones en gel pueden proporcionar niveles
terapéuticos de bevacizumab durante al menos tres veces mas que con la
dosis en solucion. No obstante, se ha encontrado algo de inflamacion leve en
el vitreo y la cérnea en los conejos después de la inyeccion de hidrogel, lo

que podria comprometer sus buenos resultados de liberacién. (25)

SISTEMAS PARTICULADOQOS:

Las particulas nanométricas y microscépicas se pueden utilizar como DDS para

administracion intravitrea ya que permiten prolongar la vida media en el humor
vitreo, al liberar el farmaco de forma mas controlada y verse menos afectados
por los mecanismos de depuracion vitreos. Un aspecto negativo de este tipo de
DDS al inyectarse es que pueden causar vision borrosa debido a la flotacion de

las particulas. (2)

Estos sistemas particulados se pueden dividir en dos, segun el tamafo de

particula que obtengamos:

o Nanoparticulas (NP; 1-1000nm).
e Microparticulas (MP; 1-1000um).

Tanto las NP como los MP se pueden dividir a su vez en dos subtipos segun su

estructura:

o Nano / microcapsulas: para estructuras de reservorio.

o Nano / microesferas: para estructuras de matriz.
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Matriz + Principio activo
Principio activo

Cipsula
Cipsula

Nano/microcapsula Nano/microesfera

llustracién 17 Imagen obtenida de Yang et al. (26)

Para poder inyectar las NP / MP con una aguja y sin realizar una incision
quirurgica deben suspenderse en un medio compatible. En este sentido, los
parametros como jeringabilidad? e inyectabilidad* son de gran importancia para

el desarrollo de formulaciones intravitreas.

Un estudio demostré que una NP de 200nm podia penetrar en la retina de los
conejos, mientras que una MP de 2 ym se mantenia dentro del humor vitreo (27).
Sin embargo, se considera que el tiempo de liberacién proporcionado por los NP
es mas corto en comparacion con los MP. Por tanto, su utilidad radica en sus
caracteristicas de penetracion en la retina e internalizacion celular. (28)

Estas particulas estan compuestas por polimeros biocompatibles y
biodegradables, los mas utilizados son PLGA, quitosano y el HA. Podemos
observar que los resultados son dispares por las diferencias en los materiales,
los métodos de sintesis, la eficiencia de encapsulacion (EE) o el anticuerpo

utilizado.

El sistema de administracion de nanoparticulas tiene varias ventajas que
mejoran la biodisponibilidad del principio activo en comparacion con los sistemas
de administracién convencionales (2):

e Mayor penetracién corneal.

e Liberacién prolongada.

e Gran area de disolucion.

3 Facilidad de inyeccién del producto.
4 Facilidad de penetracién del producto a través de una fisura.
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Copolimeros pentabloques biodegradables es un novedoso sistema de
NP creado por Patel et al (2) para encapsular productos bioldégicos como IgG,
bevacizumab y FITC-BSA. En estudios in vitro se muestra una liberaciéon
sostenida de Bevacizumab durante 4 meses. Las NP no demostraron
ninguna citotoxicidad ni liberacién de mediadores inflamatorios, hace que sea
un buen sistema de liberacion de farmaco para disminuir el numero de
inyecciones. (2)

eBev-DPPN y cBev-DPN son nanoparticulas de poli (D, L-lactida-co-
glicdlido) / polietilenimina (eBev-DPPN) llevadas a cabo por Liu et al (29)
cargadas con dexametasona conjugado electrostaticamente con
bevacizumab para el tratamiento combinado angiogénico de enfermedades
oculares frente a nanoparticulas de PLGA cargadas con dexametasona
(cBev-DPN) conjugadas quimicamente con bevacizumab.

La diferencia entre estas dos particulas es el uso de polietilenimina (PEI)
polimero que presenta un efecto captador de protones; se ha informado que
la PEI tiene una carga positiva alta, lo que la hace interactuar
electrostaticamente con moléculas cargadas negativamente. El bevacizumab
se adsorbid sobre las superficies de las nanoparticulas mediante
interacciones electrostaticas, en los estudios in vivo, realizados con conejos
blancos de Nueva Zelanda y conejos Chinchillaf, se dividieron en cinco
grupos de 3 conejos cada uno. La solucion del farmaco (dexametasona,
bevacizumab y eBev-DPPN o cBev-DPN) en solucion salina se inyecté
intravitreamente durante 28 dias y, se realizé angiografia del fondo del ojo
con fluoresceina para detectar anomalias vasculares.

Bevacizumab estaba mas integrado en la superficie de los eBev-DPPN que
en los cBev-DPN, lo que indica que la estrategia de conjugacién electrostatica
tuvo mejor eficacia terapéutica. (29)

Los eBev-DPPN liberaron dexametasona un poco mas rapido que los cBev-
DPN. Este resultado podria deberse al hecho de que bevacizumab se disocid
mas lentamente de la superficie de las cBev-DPN que de las eBev-DPPN, la

liberacion mas rapida de dexametasona y bevacizumab de eBev-DPPN
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proporciona una ventaja clave que beneficia al tratamiento al permitir que la
ventana terapéutica se alcance mas rapidamente.

Se liberd una rafaga inicial de dexametasona de los eBev-DPPN vy los cBev-
DPN, con un 25,2% y un 13,5% liberados en 12 h, respectivamente. A las
120 h, la liberacion acumulada de bevacizumab fue del 60,2% y del 31,4%
de los eBev-DPPN y los cBev-DPN, respectivamente. (29)

Cumulative release (%)

Time (hours)
eBev-DPPNs =&~ cBev-DPNs

llustracion 18 Liberacion in vitro de bevacizumab de eBev-DPPN y cBev-DPN.
Imagen obtenida de Liu et al. (29)

Otro sistema nanoportador que se ha explotado son los dendrimeros. Se define
como una estructura ramificada en el exterior y un nucleo central para encapsular
y dirigir una variedad de moléculas. Los dendrimeros pueden atrapar numerosos
pesos moleculares de moléculas hidroéfilas o hidréfobas.
Al disefiar un dendrimero, es fundamental considerar:
- El peso molecular. - La geometria molecular.
- Eltamano. - El grupo funcional.
- La carga superficial
Estos parametros desempefian un papel clave en la administracion del farmaco.
T
P

Dendrimers
llustracion 19 Imagen obtenida de Joseph et al. (2)

e Dendrimeros de aminoacidos fueron utilizados por Marano et al para
administrar oligonucleétidos anti-VEGF en el ojoy asi tratar la NVC inducida

por laser. De manera in vivo se mostré inhibicion de la NVC y se observé un
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oligonucledtido en las capas de células de la retina, el efecto se dio entre 4-
6 meses.

A pesar de las muchas ventajas, los usos del dendrimeros en la
administracién ocular de farmacos se han limitado debido al alto perfil de
toxicidad. La interaccion entre la carga positiva de estos y la carga negativa
de la membrana bioldgica provoca la rotura y erosion de la misma. (30)

IMPLANTES INTRAVITREOS:

Son un modo popular de administracion ocular. Los implantes disponibles

comercialmente incluyen dexametasona (Ozurdex®), fluocinolona (lluvien®,
Retisert®) y ganciclovir (Vitrasert®). La mayoria de estos implantes se limitan a
farmacos de moléculas pequefias y tienen volumenes de entre 1,5 a 30 pl. Se
trata de dispositivos solidos que pueden introducirse quirdrgicamente o

inyectarse en el humor vitreo.

Uno de los aspectos a tener en cuenta en el desarrollo de implantes es el tamarfio
ya que deben ser lo suficientemente grandes para garantizar una carga proteica
adecuada, pero a su vez deben ser lo suficientemente pequefios para caber

dentro del cuerpo vitreo.

Respecto a los polisacaridos utilizados en este tipo de DDS también se
clasifican en biodegradables y no biodegradables, siendo mas prometedores
los primeros ya que los no biodegradables requieren su retirada quirurgicamente

del ojo una vez que se ha agotado el farmaco.

Actualmente se encuentra en experimentacién y esperando a ser autorizado el
implante Port Delivery System (Genentech) es un implante no biodegradable que
se aplica para administrar ranibizumab en la cavidad vitrea durante un periodo
de tiempo prolongado. La principal caracteristica importante de este implante es
su capacidad para rellenarse mediante inyeccion transconjuntival. Esta
desarrollado por la empresa farmacéutica Roche y el estudio que se esta
llevando a cabo se llama Archway, esta investigando la seguridad y la
tolerabilidad a largo plazo del PDS para el tratamiento de la DMAE. (31)
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Los resultados completos del estudio Archway se presentaran en una proxima
reunion médica y se enviaran a las autoridades sanitarias de todo el mundo,
incluida la Administracién de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. Y la Agencia
Europea de Medicamentos, para considerar la aprobacion regulatoria para el
tratamiento de DMAE.

En cuanto a la investigacién preclinica:

e Implante formado por dos peliculas nanoporosas mediante sellado térmico
de poli (caprolactona) biodegradable de 10 mm creado por Lance et al (32)
que contenian entre ellas una pastilla de ranibizumab de 3 mm de diametro.
En los ensayos in vitro se produjo una liberacion bifasica de ranibizumab:
una liberacion repentina en las primeras cinco semanas seguida de una
segunda fase de liberacion que disminuye gradualmente hasta la semana 16
(se libera el 62,8% de la carga util inicial), sugiere que en las condiciones in
vitro puede alcanzar una vida util de aproximadamente 25 semanas. En
cuanto a los ensayos in vivo se administré este implante en conejos blancos
de Nueva Zelanda y el ranibizumab fue detectable en el vitreo hasta las 12

semanas. (32)

LIPOSOMAS:
Los liposomas son pequefias vesiculas cerradas compuestas por una bicapa de

fosfolipidos, los farmacos solubles en agua pueden incorporarse a su fase
acuosa, mientras que los farmacos liposolubles pueden incorporarse a su fase
lipidica. El tamafo de las bicapas varia entre 0.01 a 1 ym. (33)
Se trata de nanoportadores vesiculares no toxicos y biocompatibles, que se
pueden usar para encapsular agentes terapéuticos y asi proporcionar una
liberacidon sostenida. Su tamafo, carga, rigidez de membrana y eficiencia de
encapsulacion se pueden modificar facilmente. (34) Encontramos los siguientes:
¢ Nanoliposomas compuestos por el fosfolipido fosfatidilcolina de huevo
y colesterol en una proporcion 1:1 M propuestas por Abrishami y col. (35)
que encapsulan Bevacizumab con una EE de 45,5%. En estudios in vivo se
utilizaron conejos albinos de nueva Zelanda inyectando 1.25 mg de
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bevacizumab. La concentracion media de farmaco libre en los ojos que
recibieron bevacizumab liposomal en comparacion con los ojos inyectados
con bevacizumab soluble fue 48 frente a 28 ug / ml en el dia 28 y 16 frente a
3,3 ug/ mlel dia 42. (35)

Bev-MVL se trata de liposomas multivesiculares cargados con Bevacizumab
(mediante doble emulsificacién (W/O/W) preparados por Mu et al (36). Se
mezclaron lipidos (que contiene 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, colesterol y trioleina) con una relacién
de volumen de 1:1, obteniendo una EE% de 80,65%. De manera in vitro la
liberacién por rafaga inicial fue inferior al 30% y el dia 13 se liberd
aproximadamente el 90% de bevacizumab, en lo referente a los estudios in
vivo se utilizaron conejos albinos de Nueva Zelanda a los que se les inyecto
0,25 mg de bevacizumab / 10 pL, de Bev-MVL y Bevacizuman en solucion
(Bev-S). En el humor vitreo los resultados fueron 37.22 y 11.23 pg/ml a los
28 dias y las concentraciones finales a los 56 dias fueron 3.24 y 0.016 ug/ml
respectivamente. (36)

(B) 1000,
L [
10+
13

0.1

Concentration(pg/mL)

0.011

0.001 T T T T T 1
10 20 30 40 50 60
Time(d)

llustracion 20 Imagen obtenida de Mu et al. (36)

SISTEMAS COMBINADQOS:

Se pueden asociar los distintos DDS para poder aprovechar sus respectivas

ventajas.

Diacrilato de poli (etilenglicol) (PEG-DA) y N-isopropilacrilamida
(NIPAAm), este hidrogel termosensible generado por Osswald and Kang-
Mieler (37) estaba formado por microesferas de PLGA de ~7 ym cargadas

con aflibercept (40 mg / ml) como fase acuosa interna.
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Se realiz6 esta incorporacion de las MP al hidrogel para disminuir la liberacion
de rafaga inicial de las mismas. (37) En los estudios in vivo se utillizaron diez
macacos rhesus sanos (Macaca mulatta) a los que se les administraron 50 pl
de aflibercept-DDS por via intravitrea en el ojo derecho y posteriormente se
midi6é la concentracion vitrea de aflibercept bioactivo (llustracién 19). La
muestra del cuarto mes no se analizé al haber alcanzado una temperatura
ambiente. Se detectd una concentracion constante de aflibercept durante los
primeros 5 meses, observandose una disminucion de la concentracion (<1 ng

/ L) a los 6 meses. (38)

0.1

Concentrations (ng/pl)

0.01 [ ] Aflibercept vitreal concentration ||
’ — — —  HUVEC IC,, (0.003 nglul)

0.001

Time (Months)

llustracion 21 Imagen obtenida de Kim et al. (38)

El estudio actual mostré seguridad, tolerabilidad y biocompatibilidad in vivo por

lo que aflibercept-DDS puede ser un método eficaz para administrar agentes

anti-VEGF al reducir la frecuencia de inyecciones y proporcionar una liberacién

controlada del farmaco. No se apreciaron anomalias en el segmento anterior, ni

cambios significativos en la estructura o funcion de la retina, no obstante, si que

existio una leve reaccién focal a cuerpo extrafio. (38)

NP de bevacizumab en implante de acido hialurénico llevadas a cabo por
Badiee et al (39) las NP estaban formadas por quitosano y cargadas con
Bevacizumab mediante el método de gelificacion idnica, estas se insertaron
en la matriz de acido hialurénico y sulfato de zinc. En los estudios in vitro se
observo un perfil de liberacion sostenida y se liberé un 46,70% de anticuerpo

igual a 934 ug después de 60 dias del implante.
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En las siguientes graficas se observa que la presencia de una concentracion
adecuada de albumina de suero bovino (Bovine serum albumin BSA) era
necesaria para la proteccion del anticuerpo durante el tiempo de liberacion.
En la grafica A’ (a gran escala) se observa el medio de liberacién sin BSA 'y
en la grafica B el medio contenia 1% de BSA, en ambos observamos el
porcentaje de Bevacizumab liberado del implante frente al tiempo en el humor

vitreo.
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Cumulative release (%)
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llustracion 22 Imagen obtenida de Badiee et al. (39)

e NPinPMP: son NP de acido poliglicolico (PLA) recubiertas con Bevacizumab
y encapsuladas en MP porosas de PLGA al 10% p/p llevadas a cabo por
Yandrapu et al (40). El tamafio medio de particula de PLGA MP simple fue
de 1,6 ym y 265 nm la NP de PLA recubierta con bevacizumab. De manera
In vitro se observo una liberacion sostenida sin cambios durante 4 meses
en un medio con PBS pH 7,4. (40)

100
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llustracion 23 Imagen obtenida de Yandrapu et al. (40)

En cuanto a los ensayos in vivo se utilizaron ratas para llevarlos a cabo, la
concentracion fue de 21,1 ug / ml en el vitreo durante el dia 1, 13,96 pg / ml en
el dia 45 y finalmente la concentraciéon de Bevacizumab volvié al valor inicial en
el dia 60, esto muestra una liberacion sostenida. En la siguiente grafica podemos
observar los niveles de fluoresceina que muestran la concentracion de

Bevacizumab frente al tiempo.
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llustracion 24 Imagen obtenida de Yandrapu et al. (40)

CONCLUSIONES

La ventaja que presenta esta via de administracion es la capacidad para que
el PA alcance concentraciones terapéuticas en el ojo sin resultar toxicas
como seria por via oral o sistémica; actuando localmente sobre la retina y la
macula. Las formulaciones con liberaciones sostenidas permiten espaciar las
inyecciones intravitreas lo que supone un beneficio para el paciente y un
menor gasto para el sistema sanitario.

Los estudios llevados a cabo en animales indican que las formulaciones no
convencionales con materiales mas fisiologicos generalmente hidréfilos
permiten una liberacion mas lenta y parecen ser las indicadas para el
tratamiento de la degeneracién macular.

No es posible hacer una comparacion exacta de los distintos DDS puesto que
cada ensayo se llevo a cabo en condiciones muy dispares al igual que el
analisis de sus resultados. Podriamos destacar que los hidrogeles son las
formulaciones mas prometedoras puesto que son los DDS con mas estudios,
no obstante, el implante de poli (caprolactona) biodegradable que contenia
ranibizumab present6é in vitro la liberacion mas prolongada durante 25
semanas (~ 6 meses), siendo el principal objetivo de la administracion
intravitrea, buscar una formulacién que permita espaciar las inyecciones del

farmaco.
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