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DESCRIPCION
Preparaciones oftalmicas basadas en el BDNF (Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro) y sus usos

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a preparaciones oftalmicas en la forma de gotas oculares, que contienen el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y un agente controlador de la viscosidad, preferentemente un
galactoxiloglucano extraido de semillas de tamarindo, también conocido como polisacarido TS o TSP.

Dichas preparaciones son utiles en la prevenciéon y el tratamiento de trastornos retinianos neurodegenerativos,
especialmente retinitis pigmentaria, glaucoma (incluyendo glaucoma congénito, glaucoma infantil, glaucoma juvenil,
glaucoma adulto, glaucoma primario de angulo abierto, glaucoma primario de angulo cerrado, glaucoma secundario,
glaucoma iatrogénico y glaucoma agudo), retinopatias relacionadas con la edad, tales como degeneracion macular
relacionada con la edad, trastornos retinianos vascular y proliferativo, desprendimiento de retina, retinopatia del
prematuro (ROP) y retinopatia diabética, todos ellos trastornos que dan lugar a ceguera.

Técnica anterior

Las neurotrofinas son proteinas sintetizadas por las células nerviosas que controlan la supervivencia y el trofismo
normal de diversas células presentes en el sistema nervioso.

El factor de crecimiento nervioso (NGF), descubierto por R. Levi-Montalcini y S. Cohen a mediados del siglo 20, es el
que mejor se conoce.

Posteriormente se descubrieron otros factores, cuya estructura proteica presenta similitudes estructurales con las del
NGF; por consiguiente, ahora se considera una clase de factores NGF (neurotrofinas) a la que pertenecen el BDNF,
NT-3, NT-4/5 y NT-6 asi como el NGF (los tres primeros se expresan principalmente en el sistema nervioso de
mamiferos, mientras que el NT-6 es un nuevo miembro de las neurotrofinas identificado en peces teledsteos y
ausente en el cerebro de mamiferos).

Los factores neurotroficos, que incluyen las neurotrofinas, se liberan por las células nerviosas que los sintetizan, y se
unen a receptores especificos en la membrana.

A pesar de sus similitudes estructurales, las diversas neurotrofinas actuan a través de diferentes receptores, y en
consecuencia a través de diferentes mecanismos de accion.

La unidn de un factor neurotrofico a su receptor especifico (TrkA para NGF; TrkB para BDNF y en parte para NT-4;
TrkC para NT-3) genera una cascada de sucesos, que provoca una respuesta especifica por la célula nerviosa.

En diferentes zonas se expresan diferentes receptores de neurotrofinas y, en la misma zona, en células diferentes,
activan rutas especificas de transduccion de sefiales intracelulares. De ello se deduce légicamente que no todas las
zonas o células nerviosas pueden responder a cada una de las cuatro neurotrofinas; el factor limitante es la
distribucién celular del receptor especifico para una neurotrofina determinada.

La distribucion de las células retinianas capaces de sintetizar y liberar NGF, el arquetipo de las neurotrofinas y la
distribucion de las células retinianas que expresan el receptor de NGF (TrkA), parece muy limitado, y se restringe en
la practica a un subgrupo de células ganglionares y células gliales astrociticas (Garcia et al., 2003).

El documento EP 1 161 256 B1 describe preparaciones oftalmicas que contienen de 200 a 500 ug/ml de NGF, para
administrar en la superficie ocular intacta para el tratamiento y/o profilaxis de trastornos que afectan a la esclerética,
a los cuerpos ciliares, al cristalino, a la retina, al nervio éptico, al humor vitreo y/o a la coroides.

Como informaron Lambiase et al., estas preparaciones aumentan los niveles retinianos de NGF; sin embargo, puede
demostrarse que el NGF no puede realizar un efecto neuroprotector en la retina.

Esto concuerda con los hallazgos recientemente comunicados por Shi et al. (2007). EI NGF puede unirse a dos tipos
de receptores en la retina, TrkA y P75, que ejercen efectos opuestos en el trofismo y la supervivencia de las células
nerviosas. Cuando el NGF exdgeno alcanza la retina, puede por lo tanto inducir dos efectos opuestos en las células
retinianas, que tienden a cancelarse entre si.

Por lo demas, el BDNF, junto con su receptor, TrkB, se expresa abundantemente en la retina de mamiferos. La
retina consiste en numerosos tipos de células dispuestas en capas. En particular, el BDNF se sintetiza por algunas
células ganglionares y células amacrinas, tales como las células dopaminérgicas, presentes en la capa interna de la
retina (Herzog et al., 1994; Perez y Caminos, 1995; Hallbook et al., 1996; Herzog y von Bartheld, 1998; Karlsson y
Hallbook, 1998; Bennett et al., 1999; Pollock y Frost, 2003; Seki et al., 2003; Chytrova y Johnson, 2004).

El receptor de BDNF, denominado TrkB, se expresa en numerosos tipos de células retinianas, incluyendo células
ganglionares, células amacrinas y células gliales de Miller (Jelsma et al., 1993; Cellerino y Kohler, 1997; Di Polo et
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al, 2000).

El documento WO 97/45135 se refiere a composiciones farmacéuticas estables de BDNF en forma de una solucion
acuosa o un liofilizado. En ese documento, especialmente en la seccién dedicada a la técnica anterior, el BDNF se
menciona como que es util en el tratamiento de diversos trastornos, que incluyen retinitis pigmentaria. La Unica
forma de administracion expresamente mencionada es preparaciones inyectables.

El documento JP 2003048851 se refiere a formulaciones oftalmicas basadas en BNDF, para administrarse en forma
de gotas en la conjuntiva. Las formulaciones descritas contienen diversos agentes controladores de la viscosidad,
descritas como que son igualmente efectivas transportando el BDNF a la retina.

La evidencia de la actividad indicada en dicho documento no es convincente, porque el intervalo de concentracion
indicado para el BDNF es muy amplio: 0,001-1 % en peso/volumen, que corresponde a un intervalo de
concentracion de entre 1x102 y 10 pg/ul [reivindicacion 3, ambito de patente; de acuerdo con la descripcion
detallada de la invencion [0006], parrafo 3, pero en el ejemplo se describe la concentracion usada es = 0,004 % (%
en peso/volumen), que corresponde a 4x107 ug/ul, es decir mucho menor que las concentraciones efectivas
capaces de aumentar los niveles retinianos de BDNF y prevenir las alteraciones retinianas inducidas por la larga
exposicién a la luz, que son iguales a o mayores de 15 ug/ul, en el intervalo de 15-200 pg/ul, de acuerdo con la
presente invencion. Debera hacerse notar que en el documento JP 2003048851 la aplicacion se repitio tres veces al
dia (10 pl/aplicacion, 0,004 % en peso/volumen) durante 5 dias, igual a una dosis de 1,2 pg/dia y una dosis total de 6
ug. Incluso si la dosis diaria y la dosis total se tienen en cuenta, son demasiado bajas para ejercer efectos
neuroprotectores; de hecho, de acuerdo con la presente invencion, una dosis total minima de 150 pg debio
administrarse por via tépica para obtener efectos neuroprotectores en la retina sometida a dafio luminico. Nuevos
datos obtenidos con otro modelo experimental, es concreto un ratén que desarrolla glaucoma, confirman que de las
tres concentraciones de BDNF usadas (1,5 y 15 ug/ul), sélo es efectiva la mas elevada (15 pg/pl).

Ademas, el documento JP 2003048851 se refiere a un efecto protector de la retina verificado por técnicas
histoldgicas (tincion de secciones de retina con hematoxilina-eosina) disefiadas para medir el grosor retiniano, pero
no acompafiado de una demostracion del restablecimiento de la funcidon retiniana medida por un registro
electrorretinografico por destello, como se indica en la presente invencion. Es bien conocido que para demostrar la
eficiencia neuroprotectora a nivel retiniano de cualquier tratamiento, los resultados obtenidos solamente con técnicas
histolégicas/morfologicas son insuficientes; también es requisito la evidencia del restablecimiento de las funciones
retinianas. Se puede concluir por lo tanto que en el documento JP 20030488551, las composiciones oftalmicas de
BDNF en las concentraciones indicadas en los ejemplos, y mas generalmente en el intervalo preferido,
administradas externamente, no pueden pasar desde la superficie ocular al tejido interno en cantidades suficientes
para ejercer un efecto neuroprotector que puede restablecer la funcion retiniana.

El documento WO 2006/046584 se refiere a composiciones de liberacion sostenida que contienen HGF. EI BDNF o
el PEDF, impregnado con una gelatina de hidrégeno reticulada, util en el tratamiento de trastornos que implican
lesiones de las células visuales, tales como degeneracion por retinitis pigmentaria. En los ejemplos especificos, las
composiciones toman la forma de microesferas que contienen dosis de BDNF de entre 0,001-1000 ng, y pueden
administrarse por inyeccion intraocular o implante subretiniano.

El documento EP 0 958 831 describe composiciones oftalmicas que contienen un factor neurotréfico seleccionado
de un grupo de factores que incluyen BDNF. Dichas composiciones pueden aplicarse externamente, por ejemplo, en
forma de pomadas o soluciones oftalmicas o pueden formularse como lentes de contacto.

La concentracion del factor neurotrofico descrito en el documento EP0958831 varia del 0,0001 al 0,5 %
(peso/volumen), es decir de 1x10™ a 5 ug/l. Los intervalos de concentracion indicados son por lo tanto muy amplios.
El documento EP0958831 es altamente genérico, porque se refiere a diversos factores neurotréficos, incluyendo el
BDNF, que seria igualmente eficaz en el intervalo de concentracion. Se sabe que los factores neurotréficos no son
igualmente eficaces en el mismo intervalo de concentracion, debido a las distintas densidades y distribuciones de los
receptores que determinan sus efectos bioldgicos en las distintas areas cerebrales y células nerviosas individuales.

Ademas, el documento EP 958831 es extremadamente ambiguo y poco conciso acerca del intervalo de las
concentraciones eficaces de BDNF para uso topico: en la pag. 3 linea 44 (véanse los parrafos 0022 y 0033,
reivindicaciones 19 y 20) se dan dos intervalos de concentracion, que no concuerdan (intervalo A maximo, entre
0,0001 y 0,5 % (P/V), igual a un intervalo de concentracion de entre 10° y 5 ug/yul, e intervalo B, entre 10° y 2x10°
ug/l; los dos intervalos de concentracion no corresponden claramente). Sin embargo, de acuerdo con la presente
invencion, las concentraciones eficaces de BDNF son iguales a/mayores de 15 pg/ul (intervalo 15-200 pg/ul, es decir
mayor que el intervalo A indicado en el documento EP 958831, es decir el intervalo de concentraciéon maxima. Los
ejemplos en el documento EP 958831 se refieren a composiciones oftalmicas caracterizadas por una concentracion
de BDNF de 0,02, 0,04 y 10 pg/l, es decir concentraciones que son mucho menores (1x10° veces menores) que la
concentracion mas baja que, de acuerdo con la presente invencién, ha demostrado eficacia en elevar los niveles de
BDNF en la retina y prevenir tanto dafio luminico como dafio por glaucoma, es decir 15 ug/pl.
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Puede concluirse por lo tanto que las composiciones oftalmicas de BDNF a las concentraciones indicadas en el
documento EP 958831, administradas externamente, no pueden pasar de la superficie ocular a los tejidos internos
en cantidades suficientes para aumentar los niveles retinianos de BDNF, y en consecuencia para realizar un efecto
terapéutico.

La NT-4, otra neurotrofina que se une al TrkB, se expresa a un nivel bajo en la retina, y so6lo actda en un sub-grupo
de células amacrinas, es decir, aquellas que sintetizan dopamina (Calamusa et al., 2007).

La ausencia del BDNF o su receptor causa serias alteraciones en la funcion retiniana; por ejemplo, ratones que
carecen del receptor TrkB (ratones knock-out) se caracterizan por la pérdida completa de la respuesta retiniana a luz
(ausencia total de onda-b en el electrorretinograma por destello; Roher et al., 1999).

El grupo LaVail ha demostrado que las inyecciones intraoculares de BDNF, pero no de NGF, previenen eficazmente
la degeneracion morfoldgica de los fotorreceptores inducida por el dafio luminico.

Las inyecciones intraoculares de BDNF junto con otros factores neurotroficos han reducido el dafio a las células
ganglionares de la retina que dan como resultado lesiones del nervio éptico, a pesar de que no esta todavia claro si
el BDNF puede realizar efectos neuroprotectores solo, es decir independientemente de otros factores neurotréficos
(Watanabe et al., 2003; Yata et al., 2007).

Otros factores neurotroficos, tales como el FGF2, también han demostrado eficacia previniendo alteraciones
morfolégicas causadas por el dafio luminico, pero a diferencia del BDNF, su administracion tiene el efecto
indeseable de activar factores involucrados en la respuesta inflamatoria (LaVail et al., 1987).

Otro factor neurotréfico, CNTF, también previene la degeneracion morfologica resultante del dafio luminico (LaVail et
al., 1978); desafortunadamente, experimentos recientes demuestran que el tratamiento en base a CNTF altera la
respuesta retiniana a la luz, imponiendo asi una serie de limitaciones en su posible uso terapéutico (McGill et al.,
2007).

Estos resultados indican que, para los fines neuroprotectores en los modelos de trastornos retinianos, no es
suficiente evaluar los efectos morfologicos de las moléculas neuroactivas; sobre todo, es esencial asegurar si
aquellas moléculas ejercen efectos protectores en la funcion retiniana, y asegurarse de que no deterioran la
respuesta de las células retinianas a estimulos visuales. Existe actualmente la necesidad de nuevas preparaciones
de BDNF que pueden administrarse por técnicas no invasivas para transportar el BDNF a la retina, evitando técnicas
de administracion altamente invasivas tales como inyecciones intraoculares, subretinianas o retrobulbares, que son
inadecuadas para el tratamiento crénico a largo plazo debido al riesgo de causar, por ejemplo, perforacion del globo
ocular, infecciones o sangrado.

La presente patente propone aplicaciones conjuntivales tépicas en diversas formulaciones que contienen BDNF en
un intervalo de concentracion de entre 15 y 200 ug/ul, con una dosis total de BNDF de entre 50 y 4000 ug por
administracion, de acuerdo con el tamafio del ojo a tratar, lo que dependera de la especie animal en cuestion,
incluyendo seres humanos.

La formulacion contendra preferentemente un agente controlador de viscosidad. Dicho agente controlador de
viscosidad es preferentemente un galactoxiloglucano extraido de semillas de tamarindo (polisacarido TS o TSP) que
tiene un peso molecular de entre 500000 y 800000 Da y la siguiente férmula estructural:

ﬁ-Gal.{1.->2).a,x:.r1-(1~+s)\
a-Xyl-(1-26)-p-Glc-(1—4)-p-Glc-(1->4)-p-Glc-(154)-D-glucitol
B-Gal-(1-2)-a-Xyl-(1-6)

Los inventores demuestran que dicha preparacion, a las concentraciones y dosis por administracion indicadas,
aumenta significativamente los niveles de BDNF retinianos y previene i) alteraciones retinianas inducidas por larga
exposicion a la luz, y ii) alteraciones retinianas en el glaucoma.

Se ha demostrado previamente (Uccello-Barretta G et al., 2008; Ghelardi E et al., 2004; Burgalassi S et al., 2000;
Ghelardi E et al., 2000) que el TSP puede transportar moléculas farmacolégicamente activas para el tratamiento
tépico de la superficie ocular. Aumentando los tiempos de retencién de la formulacion en la superficie ocular, se ha
observado absorcion aumentada de las moléculas activas. Esta propiedad del TSP se ha descrito en combinacion
con antibidticos (rufloxacina, gentamicina y ofloxacina), antihistaminas (ketotifeno) y antihipertensivos (timolol),
siendo todos ellos moléculas pequefias.
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En el caso de preparaciones farmacologicas que contienen proteinas recombinantes, tales como el BDNF, el
principio activo es una proteina, una molécula con alto peso molecular sometida a modificaciones post-
traduccionales y adaptacion de su flexion espacial hasta que alcanza la configuracién tridimensional activa. La
actividad bioldgica de las proteinas es estrechamente dependiente de su configuracion tridimensional, porque las
interacciones con los receptores y enzimas especificos que las reconocen, y en consecuencia, la capacidad de
intervenir en los procesos bioquimicos de la célula diana, dependen de ella. La configuracion proteica puede
modificarse considerablemente por el medio en el que ha de encontrarse una proteina recombinante. Las
formulaciones que contienen proteinas recombinantes deben por tanto asegurar que la proteina se mantiene en
solucién en su configuracion activa, y garantizar su estabilidad.

La presente invencion demuestra que el TSP garantiza la estabilidad del BDNF en la formulacion, aumenta su
absorcién ocular debido al largo tiempo de residencia de la formulacién en la superficie, y sobre todo, mantiene el
BDNF en su configuracion bioldgicamente activa.

Sumario de la invencién

Se ha encontrado ahora que las formulaciones oftalmicas que contienen BDNF en concentraciones de al menos 15
ng/ul previenen alteraciones de la retina inducidas por larga exposicion a la luz, y aquellas asociadas con presion
intraocular aumentada en un modelo de glaucoma.

Por lo tanto, la invencion se refiere a preparaciones oftalmicas en forma de gotas oculares que contienen factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). De acuerdo con un aspecto preferido de la misma, las composiciones a
las que se refiere la invencion contienen galactoxiloglucano extraido de semillas de tamarindo, conocido como TSP.

La presente invenciéon también se refiere al uso del BDNF para preparar un medicamento en forma de gotas
oculares para la prevencion y/o tratamiento de trastornos neurodegenerativos de la retina, del nervio éptico y del
cuerpo geniculado lateral.

La presente invencion también se refiere a una preparacion oftalmica en forma de gotas oculares que contienen
BDNF para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos neurodegenerativos de la retina, del nervio 6ptico y
del cuerpo geniculado lateral.

Listado de figuras

Figura 1 - Determinacion de niveles del BDNF en la retina (A), nervio 6ptico (B) y humor vitreo (C) después de la
aplicacion topica del BDNF en solucion salina. Los niveles de BDNF se muestran en el eje y, y se midieron en el
ojo tratado con BDNF y el ojo control tratado con solucion salina; * indica el significado de las diferencias.

Figura 2 - Determinacion de niveles del BDNF en la retina (A), nervio 6ptico (B) y humor vitreo (C) después de la
aplicacion topica del BDNF en solucion con carboximetilcelulosa sédica. Para normas y simbolos, véase la
Figura 1.

Figura 3 - Determinacion de niveles del BDNF en la retina (A), nervio 6ptico (B) y humor vitreo (C) después de la
aplicacion tépica del BDNF en soluciéon con TSP. Para normas y simbolos, véase la Figura 1.

Figura 4 - Eficiencia comparativa del TSP, solucion salina (NaCl) y carboximetilcelulosa sddica (CMC) sobre el
transporte del BDNF y el aumento de sus concentraciones retinianas (pg/mg de proteina, véase eje x). Los
niveles retinianos del BDNF después del tratamiento tépico con BDNF en TSP (*) aumentaron significativamente,
en comparacion con el nivel del BDNF después del tratamiento tdpico con BDNF en solucion salina y
carboximetilcelulosa sédica. Los datos proceden del panel A en las Figuras 1, 2y 3.

Figura 5 - Cinéticas de los niveles del BDNF en la retina, nervio 6ptico y humor vitreo después de la aplicacion
topica del BDNF en solucion con TSP. Los niveles del BDNF permanecen significativamente altos en las 6
primeras horas después del tratamiento (*).

Figura 6 - La aplicacion topica del BDNF en TSP reduce las alteraciones inducidas por dafio luminico de la
respuesta retiniana al destello (ERG por destello). Se midié la amplitud ng, véase eje y) de la onda-b del
electrorretinograma provocada por destellos de diferentes luminancias (cd/m®, véase eje x) y registrado por el ojo
tratado con BDNF (simbolos negros) o por el ojo control tratado solo con TSP (control dafiado por luz, simbolos
blancos); * indica que las diferencias son significativas.

Figura 7 - El tratamiento tépico con BDNF en TSP aumenta el nimero de fotorreceptores que sobreviven al dafio
luminico. Los fotorreceptores se marcan con yoduro de propidio en secciones transversales de la retina.
Independientemente del procedimiento usado (recuento en filas de cuerpos celulares de fotorreceptores (Figura
7B) o medida de la grosor de la capa nuclear externa (ONL) (Fig.7C)), los fotorreceptores presentes en la retina
central y periférica son significativamente (*) mas numerosos en el ojo tratado con BDNF que en el ojo tratado
con el portador (control).

Figura 8 - La aplicacion tépica del BDNF en solucion salina (NaCl) reduce el deterioro inducido por dafio luminico
en la respuesta de la retina a la luz. Para una explicacion de normas y simbolos, véase la Figura 6.

Figura 9 - El tratamiento topico con BDNF en solucién salina aumenta la supervivencia de los fotorreceptores
después del dafo luminico. Para normas y los simbolos, véase la Figura 7.

Figura 10 - Aplicacion topica de BDNF en solucién con carboximetilcelulosa sodica y respuesta deteriorada a la
luz inducida por el dafio luminico. Para normas y los simbolos, véase la Figura 6.
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Figura 11 - Efectos del tratamiento topico con BDNF en solucién con carboximetilcelulosa sédica sobre la
supervivencia de los fotorreceptores después del dafio luminico en el ojo tratado con BDNF y en el ojo tratado
con el portador (control). Para normas y simbolos, véase la Figura 7.

Figura 12 - Aumento en la presion intraocular (PIO, mmHg) en un modelo de glaucoma murino experimental,
raton DBA/2J frente a ratén normal (C57bl/6J). El aumento en la PIO en el DBA/2J es significativo (*) a partir de 6
2 meses de vida.

Figura 13 - La respuesta de la retina a patrones visuales (patron ERG, P-ERG; estimulos que consisten en una
frecuencia espacial =0,2 C/deg, contraste del 90 %) se registré en ratones normales (C57bl/6J, barra oscura) y
ratones con desarrollo de glaucoma (DBA/2J); las amplitudes de las respuestas de P-ERG (uV, véase eje y) se
midieron estimulando el ojo tratado durante dos semanas con diferentes concentraciones de BDNF (1, 5y 15
ng/uwl) y estimulando el ojo tratado con el portador, considerado como ojo control (CTRL); (*) indica el significado
de las diferencias. El P-ERG se registro a los 7 meses de vida del ratén DBA/2J, es decir, después del aumento
en la presion intraocular (PIO).

Figura 14 - Células ganglionares de la retina (preparacion de montaje completo) del raton DBA/2J con desarrollo
de glaucoma (de 7 meses de vida), marcadas con un anticuerpo fluorescente que se une a un factor de
transcripcion (Brn3b). A. La columna de la izquierda muestra los efectos de un tratamiento tépico de dos
semanas con BDNF en TSP en la retina central (fila superior) y en la retina periférica (fila inferior). Tras el
tratamiento con BDNF (columna de la izquierda), las células marcadas eran mas numerosas que en la retina del
ojo control (CTRL), que se traté sélo con el portador (columna de la derecha). B. Cuantificacion de los efectos del
tratamiento topico con BDNF en células ganglionares (densidad medida en células/mm? mostrada en el eje y)
marcadas con Brn3b en el ratéon con desarrollo de glaucoma (DBA/2J; ojo tratado con BDNF; ojo tratado con
portador, CTRL) y en el raton normal (C57bl/6J).

Descripcion detallada de la invenciéon

De manera sorprendente se ha encontrado que administrando factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
exogeno, aplicado por via tépica en la superficie ocular intacta, en particular en el saco conjuntival, el BDNF realiza
un efecto neuroprotector en las células retinianas a nivel funcional y morfolégico, permitiendo de esta manera la
prevencion y/o el tratamiento de los trastornos retinianos neurodegenerativos.

El BDNF ha demostrado eficiencia neuroprotectora no sélo hacia los fotorreceptores, sino también hacia las células
ganglionares, es decir las células de (i) la capa mas interna de la retina, que envian sus fibras a los centros visuales,
(ii) las fibras nerviosas opticas, y (iii) los centros visuales extra-retinianos, tales como el cuerpo geniculado lateral.

La presente invencion se refiere a una preparacion oftalmica que contiene BDNF (Factor Neurotréfico Derivado del
Cerebro).

Dicha preparacion oftalmica contiene BDNF en una concentracion que puede variar entre el limite inferior de 15 pg/ul
y 200 pg/ul, preferentemente entre 20 y 100 ug/ul e incluso mas preferentemente entre 30 y 50 pg/ul. La dosis
biodisponible total puede estar entre 50 y 4000 pg por administracion, de acuerdo con el volumen de la formulacion
oftalmica administrado y la especie a la que pertenece el ojo tratado, incluyendo seres humanos.

El BDNF puede administrarse solo o en combinacién con otros principios activos, tales como B-blogueantes,
prostaglandinas e inhibidores de anhidrasa carbonica.

La preparacion se fabrica en forma de gotas oculares, y puede ser una solucidn, una suspension, un gel o una
pomada oftalmolégica con el principio activo BDNF, o principios activos, en un portador farmacéuticamente
aceptable compatible con el principio activo y tolerado por los ojos.

El portador farmacéuticamente aceptable puede ser una solucién salina, que contiene preferentemente un 0,9 % de
cloruro sédico.

También se ha encontrado que los niveles de absorcion del BDNF mejorado pueden aumentarse si en la
preparacion se usa al menos un portador farmacéuticamente aceptable, preferentemente un galactoxiloglucano
extraido de semillas de tamarindo (TSP) que, debido a su viscosidad, permite un tiempo de residencia mas largo del
BDNF en la superficie ocular que la administracion en solucion salina, que se limpia con agua de la conjuntiva mas
rapidamente.

La concentracion del TSP puede variar, preferentemente del 0,05 al 2 % (peso/volumen - w/v), e incluso mas
preferentemente del 0,25 al 0,5 % (p/v).

El TSP es transparente, viscoelastico y estéril, y se usa para la proteccion de la cornea. El TSP también forma una
pelicula de larga duracion en la superficie ocular, que lubrica y humedece la cérnea y la conjuntiva.

De acuerdo con un aspecto preferido adicional, la solucién viscosificada contiene acido hialurénico, e incluso mas
preferentemente, acido hialurénico combinado con TSP.

La concentracion de acido hialuronico puede variar, preferentemente del 0,05 % al 0,8 % (p/v), e incluso mas
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preferentemente del 0,2 al 0,4 % (p/v).

De acuerdo con una realizacion preferida, la preparacion puede incluir BDNF en la concentracion de 15 pg/ul en una
solucion salina que contiene un 0,9 % de NaCl.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, la preparacion puede contener BDNF en la concentraciéon de 15
ng/pl en solucion salina con TSP, preferentemente una solucion del 0,25 %.

La preparacion de gotas oculares puede administrarse por via tdpica directamente a la superficie ocular intacta, es
decir, de manera no invasiva, evitando el uso de procedimientos invasivos, tales como, inyecciones intraoculares,
subrretinianas y retrobulbares. En particular, la preparacion puede administrarse en el saco conjuntival. La
preparacion también puede formularse como un parche ocular o en lentes de contacto.

La retina es una parte parcialmente separada del sistema nervioso central; existen diversos tipos de barrera, que
incluyen la barrera hemato-retiniana, que impide la difusién no especifica de compuestos tales como moléculas
grandes a la retina. La penetracion intraocular de compuestos farmacolégicamente activos aplicados por via tépica
esta regulada por barreras localizadas en la cérnea y en la conjuntiva, por absorcion sistémica y por degradacion
metabdlica efectuada por las enzimas presentes en esos tejidos. Una vez instilados, los compuestos
farmacologicamente activos deben atravesar un complejo sistema de barreras sanguineas, que incluyen la barrera
hemato-retiniana, para penetrar a los tejidos subyacentes hasta la retina.

Ademas, la retina, a través de las células ganglionares, de las que se originan las fibras del nervio éptico, se conecta
mediante el nervio éptico a centros visuales tales como la parte dorsal del cuerpo geniculado lateral (ALGN).

Como se demuestra en la parte experimental, cuando el BDNF se administra por via tdpica, de acuerdo con la
presente invencion, puede transportarse a la retina, induciendo un aumento en su concentracion retiniana a niveles
que realizan efectos neuroprotectores tanto desde el punto de vista funcional como morfolégico.

De manera sorprendente también se ha encontrado, como lo demuestran pruebas experimentales, que las células
ganglionares permiten el transporte anterégrado del BDNF, permitiendo al BDNF prevenir y tratar la degeneracién no
s6lo de las células ganglionares sino también de las fibras nerviosas Opticas, y la extension del trastorno a los
centros visuales extra-retinianos, tales como el cuerpo geniculado lateral.

La presente invencion también se refiere al uso del BDNF para preparar un medicamento oftalmico en forma de
gotas oculares para la administracion tépica a la superficie ocular intacta para la prevencion y/o el tratamiento de
trastornos neurodegenerativos de la retina, nervio optico y cuerpo geniculado lateral, en particular retinopatias
degenerativas (tales como retinitis pigmentaria y glaucoma), retinopatias relacionadas con la edad (tales como
degeneracion macular relacionada con la edad), trastornos vasculares y proliferativos de la retina, desprendimiento
de la retina y retinopatia del prematuro (ROP) y retinopatia diabética, que da lugar a ceguera. Las preparaciones de
acuerdo con la presente invencion son utiles para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos degenerativos de la
retina, nervio optico y cuerpo geniculado lateral, especialmente, por ejemplo, retinitis pigmentaria y glaucoma
(incluyendo glaucoma congénito, glaucoma infantil, glaucoma juvenil, glaucoma adulto, glaucoma primario de angulo
abierto, glaucoma primario de angulo cerrado, glaucoma agudo, glaucoma iatrogénico y glaucoma secundario).

El glaucoma es un trastorno de una serie de trastornos progresivos que afectan al ojo que, si no se trata
adecuadamente, da lugar a ceguera debido a la pérdida de células ganglionares y a la atrofia progresiva de las
fibras del nervio dptico.

El glaucoma se caracteriza por un aumento en la presion intraocular (P1O) que puede dafiar las células ganglionares
y las fibras del nervio dptico directa (mecanica) o indirectamente induciendo la isquemia de los vasos retinianos que
suministran a la retina interna. En la fase progresiva, asi como a la retina, el glaucoma puede afectar a los centros
visuales, tales como el cuerpo geniculado lateral, hasta que el cértex visual se involucra eventualmente.

También se ha encontrado que el tratamiento con BDNF en concentraciones eficaces no soélo previene y reduce la
degeneracion de los fotorreceptores inducida por exposicion prolongada a la luz (dafio luminico) y preserva la
respuesta retiniana a la luz; ademas, el uso de un modelo de glaucoma experimental demuestra que la aplicacion
topica de BDNF previene la degeneracion de las células ganglionares de la retina que se produce por un aumento
en la presion intraocular (PIO) en un modelo de glaucoma animal; en ambos modelos animales, el BDNF no alteré la
respuesta retiniana a los estimulos visuales.

Los ejemplos que se proporcionan a continuacion ilustran adicionalmente la invencion.
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Ejemplos
Ejemplos de preparaciones

= Preparacion 1 - BDNF en soluciéon salina: se disuelven 150 ug de BDNF en 10 pl de solucién salina que
contiene NaCl al 0,9 %;

= Preparacion 2 - BDNF en solucion salina con carboximetilcelulosa sédica: se disuelven 150 ug de BDNF en
una solucion que consiste en 5 pl de solucién salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de carboximetilcelulosa
sodica al 0,4 %.

= Preparacion 3 - BDNF en solucion salina con TSP: se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl de solucién salina que
contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de TSP al 0,5 %.

= Preparacion 4 - BDNF en solucién salina con acido hialurénico (0,2 %): se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl
de solucion salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de acido hialurénico al 0,4 %.

= Preparacion 5 - BDNF en solucién salina con &cido hialurénico (0,4 %); se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl
de solucion salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de acido hialurénico al 0,8 %.

= Preparacion 6 - BDNF en solucién salina con acido hialurénico y TSP (I): se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl
de solucion salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de acido hialurénico al 0,4 % y TSP al 0,4 %.

= Preparacion 7 - BDNF en solucioén salina con acido hialurénico y TSP (ll): se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl
de solucion salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de acido hialurénico al 0,8 % y TSP al 0,4 %.

= Preparacion 8 - BDNF en solucion salina con acido hialurénico y TSP (ll): se disuelven 150 ug de BDNF en 5 pl
de solucion salina que contiene NaCl al 0,9 % y 5 ul de acido hialurénico al 0,4 % y TSP al 0,6 %.

Bioensayos

2.1 Ejemplo - Determinacion de niveles de BDNF en humor vitreo, retina y nervio 6ptico después del
tratamiento topico de 6 horas del ojo con preparaciones basadas en BDNF.

= Se usaron las preparaciones 1, 2 y 3 gue contienen BDNF, como se describe anteriormente:

El ensayo se realizd en ratas albinas (ratas Wistar, Harlan, ltalia); se aplicé por via topica BDNF en solucion salina
con carboximetilcelulosa sddica, o en soluciéon salina con TSP, instilandose en el saco conjuntival de un ojo,
mientras que el otro ojo, usado como control, se traté con la solucién (“placebo”) usada para incluir y transportar
BDNF.

= Determinacién de los niveles de BDNF en la retina, humor vitreo y nervio dptico

Los animales se sacrificaron 6 horas después de la aplicacion, después de inducir anestesia profunda con una
inyeccion de uretano intraperitoneal (20 %). Después se extirpd el ojo, y el nivel de BDNF se midié en el humor
vitreo, en el homogeneizado de retina y en el homogeneizado de nervio 6ptico tanto del ojo tratado con BDNF como
del otro ojo tratado soélo con la solucion de portador (ojo control). Las mediciones se realizaron por inmunoensayo
(ELISA; sistema de inmunoensayo EMAX de BDNF, Promega, Madison, WI, EEUU). La cantidad de BDNF en el
nervio éptico también se determind, para establecer si el BDNF introducido desde el exterior por aplicacion tépica se
habia absorbido y transportado por las células retinianas, en particular por las células ganglionares de la retina que,
con sus fibras, forman el nervio 6ptico.

Los resultados mostrados en el grafico de la Figura 1 se obtuvieron con una aplicacion tépica de BDNF en solucion
salina (NaCl al 0,9 %), y se expresaron como valores de concentracion media de BDNF en la retina (A), el nervio
optico (B) y el humor vitreo (C), expresados como pg/mg de proteina.

El analisis estadistico se realizd con el ensayo de la t de Student, comparando el ojo tratado con BDNF con el ojo
control: en todos los casos, las diferencias entre el ojo tratado y el ojo control fueron estadisticamente significativas
(*, p<0,05).

Los resultados mostrados en los graficos de la Figura 2 se refieren a una aplicacion topica de BDNF en solucién con
carboximetilcelulosa sddica (0,2 %), mientras que los resultados mostrados en los graficos de la Figura 3 se
obtuvieron con una aplicacion tépica de BDNF en solucion con TSP (0,25 %); en ambos casos, el analisis estadistico
se realizé con el ensayo de la t de Student, comparando el ojo tratado con BDNF con el ojo control. En todos los
casos, las diferencias entre el ojo tratado y el ojo control fueron estadisticamente significativas (*, p<0,05).

La Figura 4 muestra los niveles comparativos de BDNF en la retina para cada tipo de solucion/portador usados; este
analisis hace que sea mas facil comparar la eficiencia de las diferentes soluciones/portadores a la misma
concentracion de BDNF (10 pl de solucion que contiene 150 pug de BDNF). El tratamiento tépico con BDNF en TSP
produjo niveles retinianos de BDNF significativamente mayores que las otras dos formulaciones usadas, es decir,
BDNF en solucion salina y BDNF en solucién con carboximetilcelulosa sédica (ensayo de la t de Student *, p<0,05).
El tratamiento tépico con BDNF en soluciéon con carboximetilcelulosa sédica demostré ser el menos efectivo
aumentando el nivel de BDNF retiniano.
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2.2 Ejemplo - Determinacion de niveles de BDNF en la retina, humor vitreo y nervio optico a diferentes
tiempos después del tratamiento topico del ojo con BDNF en TSP

Se estudid hasta qué nivel el BDNF permanecia elevado en la retina, en el humor vitreo y en el nervio éptico
después de una sola aplicacién tépica. Este estudio se realizé con el portador que contenia TSP, que demostré la
mayor eficacia facilitando el paso transescleral del BDNF a la retina, al nervio 6ptico y al humor vitreo. Después del
tratamiento topico en el 0jo, se estudiaron las cinéticas de los niveles de BDNF en la retina, en el nervio éptico y en
el humor vitreo, usando TSP. Se trataron N=5 ojos en cada grupo de ensayo. La concentracién de BDNF en la
retina, el nervio optico y el humor vitreo se midi6 a diferentes intervalos de tiempo después de la aplicacion de una
solucion al 0,25 % de TSP que contenia BDNF (10 ul de una solucion que contenia 150 ug de BDNF). El ojo control
solo se trat6 con la solucion de portador que contenia TSP al 0,25 %. Este experimento se realizd para establecer la
tendencia de tiempo de los niveles de BDNF después de una sola aplicacion topica. Los graficos muestran los
valores de BDNF medios (eje y; pg/ml) en la retina, el nervio optico y el humor vitreo 6, 12 y 24 horas después de la
aplicacion, la Figura 5 muestra que el nivel de BDNF en la retina se mantiene estadisticamente alto, volviendo a los
niveles basales en 12-24 horas. El analisis estadistico se realizdé con el ensayo de la t de Student: en A *, p<0,01
comparado con el ojo control. Los resultados de este experimento sugieren que en un tratamiento a largo plazo con
BDNF, transportado en lagrimas artificiales, en particular en base a TSP, una aplicacién tépica cada 12 horas es
suficiente para mantener niveles de BDNF altos en la retina.

2.3 Ejemplo — Efectos neuroprotectores de la aplicacion topica de preparaciones basadas en BDNF

Para establecer los efectos neuroprotectores del BDNF después del tratamiento por aplicacién tépica en el saco
conjuntival, se usé un modelo experimental en el que la degeneracion de la retina se induce por dafio luminico en
modelos animales; este modelo se usa ampliamente para estudiar la degeneracion de los fotorreceptores retinianos
inducida por larga exposicion a una fuerte fuente de luz (La Vail et al., 1987; Rex et al., 2003). La destruccion de los
fotorreceptores se produce por apoptosis, y esta causada por una absorcion excesiva de fotones por el pigmento
visual, la rodopsina, dando lugar a la alteracion del ciclo de regeneracion del pigmento que, con el tiempo, involucra
a las células epiteliales pigmentadas. El modelo animal experimental ensayado fue la rata albina (Surace et al.,
2005), en vista de la sensibilidad marcada de sus fotorreceptores a la luz. El protocolo experimental usado se
modificé (Rex et al., 2003) y se amplié a partir del propuesto originalmente por el grupo LaVail (LaVail et al., 1987).

Se usaron las siguientes preparaciones basadas en BDNF:

a) BDNF en solucién de TSP al 0,25 % (10 pl de una solucion que contiene 150 ug de BDNF).

b) BDNF en solucion salina (NaCl al 0,9 % - 10 ul de una solucion que contiene 150 pug de BDNF).

c) BDNF en una solucion al 0,2 % de carboximetilcelulosa sddica (10 pl de una solucién que contiene 150 pg de
BDNF).

Los ojos de las ratas se trataron con las preparaciones indicadas anteriormente, y las ratas se sometieron a dafio
luminico. Los ojos control se trataron sélo con la solucién de portador. Se trataron N=4 ojos en cada grupo de
ensayo. En particular, después del tratamiento de 6 horas (ojo tratado con BDNF y ojo control tratado sélo con
solucion de portador), estas ratas se sometieron a larga exposicion a la luz durante 48 horas (modelo de dafio
luminico animal, intensidad de la fuente de luz de 1000 lux). Esta larga exposicion a la luz induce la degeneracion de
muchos de los fotorreceptores en la retina de las ratas albinas. La neuroproteccion ejercida por el BDNF se verifico
por procedimientos morfoldgicos, disefiados para evaluar la supervivencia de los fotorreceptores, y por
procedimientos funcionales, registrando la respuesta retiniana a la luz (electrorretinograma [ERG] por destello, que
se usa ampliamente para evaluar el estado funcional de la retina externa en pacientes que sufren trastornos
retinianos). En vista del pequefio nimero de conos en la rata, que forman la base de la respuesta ERG en
condiciones fotdpicas, y de la amplitud reducida del ERG en condiciones fotdpicas en la rata albina el ERG por
destello, sélo se registrdé en condiciones de adaptacion escotdpica, expresando la respuesta de los bastoncillos de
los que se compone principalmente la retina de rata. EI ERG por destello (escotdpico) se registrd 7 dias después del
final del periodo de dafio luminico.

- Preparacién a)

La Figura 6 muestra la amplitud de la onda b del ERG por destello de acuerdo con la luminancia en condiciones de
adaptacion escotépica. Como se muestra claramente en el grafico de la Figura 6, el BDNF en TSP, aplicado por via
topica, reduce significativamente los efectos del dafio luminico en la respuesta retiniana a los destellos (ERG por
destello). De hecho, las amplitudes (valores de amplitud media expresados en pV) del ojo tratado con BDNF son
significativamente mayores que aquellas del ojo control, *, p<0,05 (ANOVA de una via).

- Preparacién b)

La Figura 8 muestra las amplitudes de la onda b de acuerdo con la luminancia en condiciones de adaptacion
escotdpica. Los resultados indican que el BDNF en solucién salina también puede reducir las alteraciones de la
respuesta retiniana a la luz inducidas por el dafio luminico (ERG por destello). Las amplitudes de la onda b en los
ojos dafiados por luz de las ratas tratadas con BDNF son mayores que aquellas registradas para el ojo control; las
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amplitudes (valores de amplitud media expresados en pV) del ojo tratado con BDNF en solucion salina son
significativamente mayores que aquellas del ojo control, *, p<0,05 (ANOVA de una via).

- Preparacién c)

La Figura 10 muestra la amplitud de la onda b de acuerdo con la luminancia en condiciones de adaptacion a la
oscuridad. La figura demuestra que las amplitudes (valores de amplitud media expresados en puV) del ojo tratado con
BDNF en solucion con carboximetilcelulosa sédica son solo significativamente mayores que aquellas del ojo control,
*, p<0,05 (ANOVA de una via) a los valores de luminancia mas altos. En conclusion, en términos de recuperacion
funcional de la respuesta de la retina a la luz, la carboximetilcelulosa soédica demostré menos eficacia que el TSP y
la solucion salina previniendo el deterioro de la respuesta de la retina a la luz.

Posteriormente, se evaluaron los efectos del tratamiento tépico con las preparaciones basadas en BDNF indicadas
anteriormente sobre la degeneracion de los fotorreceptores de la retina en las retinas de los ojos cuyo ERG por
destello se registro.

Los efectos del tratamiento tépico con BDNF sobre la degeneracion de fotorreceptores se cuantificaron contando las
filas de fotorreceptores que sobrevivieron al dafio luminico y midiendo el grosor de la capa nuclear externa (ONL) de
la retina que contiene los cuerpos celulares de los fotorreceptores. Para realizar esas mediciones, los nucleos de los
fotorreceptores se marcaron con yoduro de propidio.

- Preparacién a)

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7. La Figura 7A muestra las secciones transversales de la retina
del ojo tratado con BDNF (en TSP al 0,25 %) y del ojo control. Para realizar esas mediciones, los nucleos de los
fotorreceptores se marcaron con yoduro de propidio. Independientemente del procedimiento usado (recuento de filas
de cuerpos celulares de fotorreceptores (Figura 7B) o grosor de la capa nuclear externa (ONL) (Figura 7C)), los
fotorreceptores presentes en la retina central y periférica son significativamente (ensayo de la t de Student *,
p<0,001) mas numerosos en el ojo tratado con BDNF que en el ojo tratado con el portador (control).

A continuacion se demostré que, cuando el BDNF en TSP, se aplica por via topica en el saco conjuntival, protege a
la retina del dafio luminico.

- Preparacién b)

La Figura 9 (A) muestra las secciones transversales de la retina del ojo derecho tratado con BDNF (en solucion
salina, NaCl al 0,9 %) y del ojo izquierdo (control) tratado sélo con solucion salina. Se cuantificaron los efectos del
tratamiento topico con BDNF en la degeneracion de fotorreceptores contando las filas de cuerpos celulares de los
fotorreceptores que sobrevivieron al dafio luminico (Figura 9B) o midiendo el grosor de la capa nuclear externa
(ONL) de la retina que contiene los cuerpos celulares de los fotorreceptores (Figura 9C). Las diferencias entre las
retinas del ojo tratado y del ojo control (recuento de filas de fotorreceptores o grosor de la ONL) demostro significado
tanto en la retina central como en la periférica (ensayo de la t de Student *, p<0,001).

El tratamiento topico con BDNF en solucion salina aumenta el nimero de fotorreceptores que sobreviven al dafio
luminico en el ojo en comparacion con el ojo control.

- Preparacién c)

Finalmente, se cuantificaron los efectos del tratamiento topico con BDNF (en solucion con carboximetilcelulosa
sodica) en la degeneracion de fotorreceptores midiendo las filas de los cuerpos celulares de los fotorreceptores que
sobrevivieron al dafio luminico (Figura 11B) y el grosor de la retina nuclear externa (ONL) que contiene los cuerpos
celulares de los fotorreceptores (Figura 11 C).

Considerando los resultados obtenidos, en términos de recuperacion funcional y prevencion de la degeneracion de
fotorreceptores después de dafio luminico, se puede llegar a la conclusion de que el tratamiento tépico con BDNF en
TSP y en solucion salina ejerce efectos neuroprotectores frente al dafio luminico, mientras que el tratamiento con
BDNF en solucion con carboximetilcelulosa sédica es menos efectiva a la misma concentracion de BDNF.

También se demostré que el tratamiento con BDNF no induce alteraciones funcionales en la retina, deteriorando su
respuesta a los estimulos visuales.

2.4 Ejemplo. Efectos neuroprotectores inducidos por la aplicacion topica repetida de BDNF en un modelo de
glaucoma experimental

El glaucoma es un trastorno degenerativo de la retina que tiene diversas causas, y se presenta en diferentes formas
(se clasifica en base a la edad como glaucoma congénito, glaucoma infantil, glaucoma juvenil o glaucoma adulto; y
en base a la etiopatogénesis como glaucoma primario: glaucoma primario de angulo abierto o glaucoma primario de
angulo cerrado; y glaucoma secundario inducido por otros trastornos, incluyendo glaucoma iatrogénico). La forma
mas comun de glaucoma, en concreto, glaucoma primario de angulo abierto (POAG), se caracteriza por presion
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intraocular aumentada que causa disfuncion y posterior degeneracion de las células ganglionares asociadas con
atrofia del nervio 6ptico; los sintomas son pérdida gradual de visién, culminando en ceguera. El mecanismo que
causa la disfuncion y la degeneracion de las células ganglionares, con atrofia del nervio éptico, no esta totalmente
claro todavia, aunque la hipétesis frecuente es que la presion intraocular (PIO) aumentada induce dafio mecanico a
las fibras del nervio dptico en la lamina cribosa, y una alteracion isquémica de la cabeza del nervio 6ptico y la retina
interna. En los ultimos afios, el tratamiento farmacolégico ha tenido como objetivo reducir la PIO, aunque un ndmero
considerable de pacientes son resistentes al tratamiento farmacoldgico actual y sufren pérdida de la funcién visual
progresiva e irreversible. Actualmente no hay farmacos disefiados para lograr la neuroproteccion de las células
ganglionares de la retina y de las fibras del nervio éptico para prevenir la reduccion de la capacidad visual y
restablecer la visiébn normal. En la presente patente, los inventores proponen el uso de tratamientos tépicos con
BDNF en el saco conjuntival para aumentar los niveles retinianos de BDNF en una forma estable para contrarrestar
la disfuncién progresiva de las células ganglionares, seguido de su degeneracion y destruccion. Esta propuesta se
basa parcialmente en la demostracion de que el receptor de BDNF, denominado TrkB, se expresa en las células
ganglionares (Jelsma et al., 1993). Para verificar su hipotesis, los autores de la invencién usaron el modelo
experimental mas comun de glaucoma espontaneo, un ratén doble mutante denominado DBA/2J (John et al., 1998;
Chang et al., 1999). El raton DBA/2J presenta mutaciones homozigotas de dos genes distintos; el primero es la
proteina relacionada con la tirosina (fyro7-/-) que codifica una proteina del melanosoma, y el segundo es una
glucoproteina de membrana (Gpnmb-/-). Este ratén se caracteriza por un aumento progresivo en la presion
intraocular con pérdida progresiva de la respuesta de la retina a los estimulos visuales estructurados, que depende
de las células de la retina interna/ganglionares; en seres humanos y en el modelo animal, esta respuesta retiniana
se denomina electrorretinograma patron (P-ERG; Domeinici et al., 1991; Ventura y Porciatti, 2006; Falsini et al.,
2008). La disfuncién de las células ganglionares se produce después de una degeneracion de dichas células con
atrofia progresiva de las fibras del nervio 6ptico (Ventura et al., 2006). Como se muestra en la Figura 12, en este
modelo de glaucoma murino (DBA/2J), la PIO empieza a aumentar después de 5 meses de vida postnatal: a los 6%
meses la PIO en el ratén DBA/2J (N=10) ya aparece significativamente mayor (ensayo de la t, * p<0,05) que la
medida en el ratén normal (C57bl/6J; N=5) y en el raton DBA/2J a los 5 meses de vida (N=9). El grafico de la Figura
13 muestra las amplitudes de la respuesta de las células de la retina interna/ganglionares (P-ERG) a los estimulos
visuales estructurados (los patrones visuales usados como estimulos fueron perfiles de luminancia con frecuencia
espacial=0,2 C/grado y contraste del 90 %), registrados con electrodos corneanos conectados a un amplificador y a
un ordenador para un analisis en linea. Como se muestra en la Figura 13, el P-ERG ya esta alterado en el ratén
DBA/2J (CTRL, N=4) a los 7 meses de vida (reduccion significativa en las amplitudes de P-ERG, ensayo de la t de
Student, * p<0,05). Desde los 6,5 meses de vida, es decir desde el tiempo en que la PIO aumentd establemente
(Figura 12), se realiz6 un tratamiento de dos semanas que implicé aplicaciones topicas repetidas de BDNF en TSP
(un tratamiento cada 48 horas) en un ojo, y el portador en el otro (ojo control). Se usaron tres concentraciones de
BDNF diferentes (N=4 ratones DBA/2J por grupo): 1, 5y 15 pg/ul. Como se muestra en el histograma, el tratamiento
topico con BDNF a la concentracion de 15 pg/ul (150 pug en 10 pl de solucién que contiene TSP al 0,25 %,
preparacion oftalmica a), pero no a las concentraciones de 1 y 5 pg/ul, previno alteraciones del P-ERG en el raton
DBA/2J (comparense los datos del ojo tratado con el ojo control; ensayo de la t de Student, * p<0,05). Para
establecer si una alteracion del P-ERG corresponde a una alteracion de las células ganglionares, marcadas con
procedimientos inmunohistoquimicos, se us6 un factor de transcripcion, Brn3b, expresado en las células
ganglionares; los ratones mutantes (Brn3b -/~) para este factor se asocian con una alteracion de las células
ganglionares (Badea et al., 2009). La Figura 14 A muestra ampliaciones de preparaciones retinianas en las que las
células ganglionares se marcan en verde con un anticuerpo fluorescente y se analizan con microscopia confocal. El
numero de células ganglionares marcadas es claramente menor en el ojo del ratén DBA/2J, tanto en la retina central
como en la periférica. La Figura 14 B muestra la cuantificacion de las células marcadas en términos de densidad
(células/mm?). Un tratamiento de dos semanas con BDNF en TSP a la concentracion de 15 ug/ul previno la
reduccion en células marcadas con Brn3b en comparacion con el ojo control tratado sélo con el portador (ensayo de
la t de Student, * p<0,05).

Los datos comunicados conducen a la conclusion de que los tratamientos topicos repetidos con BDNF previenen las
alteraciones funcionales de las células ganglionares y restablecen la capacidad visual de la retina en un modelo de
glaucoma experimental. La concentracion efectiva minima de BDNF capaz de ejercer efectos protectores en la
funcion de las células ganglionares es de 15 ug/pl.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion oftalmica en forma de gotas oculares que comprende un Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro
(BDNF) en una concentracion de al menos 15 ug/pl.

2. Preparacion oftalmica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el BDNF varia de 15 a 200 pg/pl.

3. Preparacion oftalmica de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que también comprende una solucién salina como
portador farmacéuticamente aceptable.

4. Preparacion oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucion
salina contiene 0,9 % de cloruro sédico.

5. Preparacion oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que como portador
adicional farmacéuticamente aceptable también comprende una solucién viscosificada

6. Preparacién oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucién
viscosificada es una solucion que comprende polisacarido extraido de semillas de tamarindo (TSP).

7. Preparacion oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
concentracion de TSP varia del 0,05 al 2 % pl/v.

8. Preparacion oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que adicionalmente
comprende acido hialurénico.

9. Preparacioén oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucién
viscosificada comprende TSP y acido hialurénico.

10. Preparacion oftalmica en forma de gotas oculares que comprende BDNF en una concentraciéon de al menos 15
ng/ul para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas de la retina, del nervio
optico y del cuerpo geniculado lateral.

11. Preparacion oftalmica de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la
retinitis pigmentaria.

12. Preparacion oftalmica de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en la prevencion y/o tratamiento de
glaucoma simple crénico.
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Figura 13
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