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DESCRIPCION
Citicolina para el tratamiento del glaucoma

La presente invencion se refiere a la citicolina y a composiciones de uso tépico que la contienen, destinadas al
tratamiento del glaucoma.

ESTADO TECNICO ANTERIOR

El glaucoma es una patologia crénica neurodegenerativa que se caracteriza por la pérdida progresiva de células
ganglionares de la retina y por cambios estructurales de la cabeza del nervio éptico. Representa la segunda causa
principal de ceguera a nivel mundial. El riesgo principal de la forma mas frecuente, el glaucoma primario de angulo
abierto, es el aumento de la presidn intraocular (PIO) y por tanto el primer procedimiento terapéutico consiste en el
uso de farmacos hipotonizantes de aplicacion topica. Sin embargo en mas de un tercio de los pacientes, a pesar de
tener la presién bien controlada, el avance del dafio visual se retrasa, pero no se detiene; por consiguiente hay que
recurrir a otros mecanismos independientes de la presion (Grieb P y otros. J Neurosci Res 2002). En concreto, tras
una lesién primaria de naturaleza hiperbéarica se desencadena una apoptosis neuronal, que interfiere en el aporte
normal de sangre al nivel de la zona capilar de esta estructura, y se compromete el transporte axonal regular, tanto
anterégrado como retrogrado, de los metabolitos y neurotrofinas, que es indispensable para la supervivencia de las
células ganglionares. La apoptosis es responsable de la lesién secundaria vinculada a los mecanismos excitotéxicos
locales debidos a la hiperestimulacién de los receptores de NMDA por glutamato liberado de las células apoptoticas.
En efecto, cuando sus concentraciones en el espacio extracelular son excesivas, el glutamato sobreestimula los
receptores de NMDA en la superficie de las neuronas circundantes, produciendo la apertura de los canales de Ca™".
La hiperafluencia de iones Ca'™ a la célula supone el desencadenamiento de la cascada bioquimica que lleva a la
apoptosis de la propia neurona, formando un mecanismo capaz de auto-alimentacion, incluso en ausencia de la
lesion primaria. Otra etapa clave del mecanismo de dafio celular durante la apoptosis es la sobreactivacion de la
fosfolipasa A2, un enzima capaz de desestabilizar y disgregar la membrana celular por catabolismo de su principal
componente, el fosfolipido fosfatidilcolina (Burgoyne FC y otros, Prog Retin Eye Res 2005;24). Evidentemente la
hipotonizacion ocular tiene escasos efectos en la lesién secundaria que representa realmente una cascada mortal
responsable de la progresion del dafio visual.

En el campo de la neuroproteccion se presta especial atencion a la molécula de citicolina (citidin-5"-difosfocolina) por
su mecanismo de accion y por pruebas cientificas que van desde estudios experimentales hasta ensayos clinicos en
pacientes glaucomatosos.

La citicolina (citidin-5'-difosfocolina) es un precursor natural de la fosfatidilcolina, el componente principal de las
membranas neuronales y mitocondriales. Si se toma por via oral es absorbida rapidamente y menos del 1% se
excreta en las heces. La concentracion maxima en el plasma se alcanza 1 hora después de la ingestion y 24 h mas
tarde aparece un pico mayor. Se metaboliza en la pared intestinal y en el higado. La colina y la citidina, procedentes
de la hidrdélisis de la misma molécula, son absorbidas por la circulacion sistémica y atraviesan separadamente la
barrera hematoencefalica (BHE) resintetizando citicolina (citidin-5’-difosfocolina) a nivel cerebral. La eliminacién tiene
lugar principalmente por via respiratoria y excrecion urinaria, disminuyendo los dos picos en el plasma, es decir una
primera eliminacion rapida seguida de otra mas lenta (Citicoline, monograph Altern Med Rev 2008).

A nivel cerebral la citicolina actiia sobre todo como substrato para la formacion de fosfatidilcolina y como inhibidor de
la fosfolipasa A2; por tanto tiene actiia directamente sobre el dafio de la membrana de la neurona todavia viable.
Ademas esta molécula ejerce una accion neuromoduladora, principalmente a nivel del sistema dopaminérgico, lo
cual brinda la posibilidad de usar citicolina en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y también del glaucoma,
pues la dopamina es uno de los principales neurotransmisores involucrados en la transmision de la sefial visual,
tanto a nivel retinico como post-retinico.

En la literatura hay numerosos estudios que demuestran el efecto positivo de la citicolina en pacientes de glaucoma,
tanto en el campo visual por campimetria computerizada (Pecori Giraldi y otros 1989) como en la via visual completa
mediante el uso del electrorretinograma patron (ERGP) y potenciales evocados visuales (PEV) (Parisi y otros 1999,
2005, 2008, Rejadak y otros 2003).

En particular los estudios de Parisi y colaboradores confirman los mismos resultados en pacientes glaucomatosos
bajo terapia hipotonizante y con administracién de citicolina, tanto por via intramuscular (1000 mg/dia) como oral
(1600 mg/dia), respecto a pacientes glaucomatosos sometidos solamente a terapia hipotonizante, y la necesidad de
repetir ciclicamente el tratamiento para mantener los efectos positivos en la funcién visual (duracion total del estudio
8 afos).

En 2009 Chan y otros publicaron los resultados del empleo in vivo de espectroscopia de resonancia magnética
(espectroscopia de resonancia magnética de protén, ERM-Hl) en modelos experimentales de glaucoma en ratas y
demostraron que el glaucoma también se caracteriza por la alteracion del metabolismo de colina a nivel del cortex
visual, lo cual es un reflejo del riesgo de integridad estructural de las membranas neuronales. Naturalmente la
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administracion intramuscular de citicolina para el tratamiento del glaucoma es muy molesta para el paciente y no
permite el uso de la sustancia durante los largos de periodos de tiempo necesarios para obtener los resultados
positivos observados en los estudios. La administracién intramuscular - ademas del inconveniente de no poder
realizarla el propio paciente y tener que depender de una persona capaz de poner inyecciones intramusculares -
puede ser dificil de llevar a cabo, sobre todo en pacientes de edad avanzada expuestos al riesgo de complicaciones
infecciosas en caso de terapia cronica.

La administracion oral de citicolina para el tratamiento del glaucoma, a pesar de que representa una ventaja en
comparacién con la administracion intramuscular, esta limitada por dificultades como la imposibilidad de realizarla en
sujetos con patologias géastricas o intestinales y también por la baja concentraciéon de principio activo que llega al
nivel de la cabeza del nervio 6ptico, que es la estructura nerviosa mas dafiada por la patologia del glaucoma, debido
a la metabolizacién en el higado.

Oshitari y otros (Neuroreport 2002) evaluaron el efecto regenerador neuritico in vitro obtenido al afiadir citicolina a
células ganglionares de retina cultivadas (RGCs), procedentes de retinas de ratén explantadas.

Por consiguiente, vistos estos antecedentes, era muy necesario proponer nuevas estrategias terapéuticas de tipo
neuroprotector para el tratamiento del glaucoma.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

Los estudios realizados por los presentes inventores en un modelo experimental in vivo han demostrado de modo
sorprendente que la administracion de citicolina sobre la superficie ocular es ideal para asegurar que el principio
activo pase al segmento posterior del ojo (cAmara vitrea) y llegue a la retina y a la cabeza del nervio éptico.

Una de las caracteristicas esenciales de la presente invencién es el hecho de que nunca se ha usado tépicamente
una sustancia con accién neuroprotectora de la retina y del nervio dptico como la citicolina; en realidad debe tenerse
en cuenta que hasta la fecha la citicolina solo se habia administrado por via IM (intramuscular), IV (intravenosa) u
oral y que de ningin modo se podia prever que la citicolina administrada sobre la superficie ocular pudiera cruzar las
barreras dentro de la cérnea - que son impermeables a muchos principios activos por la presencia de agrupaciones
de los canales intercelulares (“gap junctions”) que conectan entre si las células del epitelio cérneo, de la conjuntiva,
de la esclerética y de la red trabecular — alcanzando la retina y la cabeza del nervio éptico.

Por lo tanto el objeto de la presente invencidn es el uso topico de la citicolina para tratar el glaucoma, tal como se
define en las reivindicaciones. También son objeto de la presente invencién unas composiciones de uso topico para
tratar el glaucoma y/o la hipertension ocular, que contienen citicolina y uno o mas vehiculos y/o diluyentes y/o
excipientes.

La presente invencion conlleva una serie de ventajas en la terapia contra el glaucoma, que es una de las principales
causas mundiales de ceguera, y la hipertension ocular:

— Facilidad de administracion en comparacion con las formas farmacéuticas de citicolina actualmente conocidas.

— Menor concentracién de principio activo necesaria para lograr el objetivo terapéutico, la retina y el nervio éptico, y
llegar directamente al sitio de accidn, sobre todo porque mediante esta via se evitan los filtros hepatico y renal,
gue metabolizan una gran parte del principio activo reduciendo de manera importante la actividad farmacoldgica.

— Otra ventaja de la presente invencién es la posibilidad de administrar el principio activo varias veces al dia, lo
cual no solo permite alcanzar valores elevados del principio activo a nivel de la retina, sino también mantenerlos
facilmente, algo que no es factible con las vias de administracion empleadas hasta la fecha. De hecho, en el
caso de la via intramuscular se comprende facilmente que es impensable realizar terapias de larga duracion con
repetidas inyecciones a lo largo del dia, mientras que en el caso de la via oral los problemas, aparte de la
conformidad con el paciente, estan relacionados con posibles complicaciones gastrointestinales debidas a la
terapia cronica.

Las ventajas, caracteristicas y modos de aplicar la presente invencion resultan evidentes en la siguiente descripcion
detallada de algunas formas de ejecucion de la misma que se ofrecen como ejemplo, pero no con fines limitativos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS

Figura 1. Perfil de HPLC obtenido del andlisis de una muestra del ojo derecho de un ratén tratado con una
solucién basada en 2% de citicolina, 0,2% de acido hialurénico y 0,01% de BAK, tal como se describe en los
ejemplos. El perfil de las muestras analizadas indica la presencia de un pico a 1,36 minutos de tiempo de elucion,
que corresponde a citicolina. En este ensayo se demuestra la presencia de cantidades importantes de citicolina
en la camara posterior del ojo tratado.

Figura 2. Perfil de HPLC obtenido del andlisis de una muestra del ojo izquierdo (contralateral) de un ratdn tratado
con una solucién basada en 2% de citicolina, 0,2% de &cido hialurénico y 0,01% de BAK, tal como se describe en
los ejemplos. El perfil de la muestra analizada indica la presencia de un pico tras 0,95 minutos de tiempo de
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elucion, que corresponde a citicolina. En este ensayo se demuestra la presencia de cantidades importantes de
citicolina en la camara posterior del ojo contralateral, asumiendo por tanto su absorcion sistémica a través de la
red trabecular.

Figura 3. Perfil de HPLC obtenido del andlisis de una muestra del ojo derecho (tratado) de un ratén tratado con
una solucién basada en 1% de citicolina, 0,2% de &cido hialurénico y 0,01% de BAK, tal como se describe en los
ejemplos. El perfil de la muestra analizada indica la presencia de un pico tras 1,04 minutos de tiempo de elucién,
que corresponde a citicolina. En este ensayo se demuestra la presencia de cantidades importantes de citicolina
en la camara posterior del ojo tratado.

Figura 4. Perfil de HPLC obtenido del andlisis de una muestra del ojo izquierdo (contralateral) de un ratén tratado
con una solucién basada en 1% de citicolina, 0,2% de acido hialurénico y 0,01% de BAK, tal como se describe en
los ejemplos. El perfil de la muestra analizada no pone de relieve la presencia de citicolina, que por tanto en este
ensayo no puede pasar al ojo contralateral a través de la via sistémica.

Figura 5. Perfil de HPLC obtenido del andlisis de una muestra del ojo izquierdo (contralateral, el ojo derecho se
habia perdido) de un raton usado como control negativo (no tratado). No se observa citicolina.

Figura 6. Resultados del test campimétrico del paciente 1 antes del tratamiento con la composicion basada en
citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 7. Resultados del test campimeétrico del paciente 1 después del tratamiento con la composiciéon basada en
citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 8. Resultados del test campimétrico del paciente 2 antes del tratamiento con la composicién basada en
citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 9. Resultados del test campimétrico del paciente 2 después del tratamiento con la composicion basada en
citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 10. Resultados del test campimétrico del paciente 3 antes del tratamiento con la composicién basada en
citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 11. Resultados del test campimétrico del paciente 3 después del tratamiento con la composicién basada
en citicolina descrita en el ejemplo 2.

Figura 12. Desviacion media (MD) (indicada como desviacién estandar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacién del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 1 antes del tratamiento con la composicién basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

Figura 13. Desviaciébn media (MD) (indicada como desviacion estandar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacion del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 1 después del tratamiento con la composicién basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

Figura 14. Desviacion media (MD) (indicada como desviacién estandar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacién del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 2 antes del tratamiento con la composicién basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

Figura 15. Desviaciébn media (MD) (indicada como desviacion estandar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacion del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 2 después del tratamiento con la composicién basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

Figura 16. Desviacion media (MD) (indicada como desviacién estandar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacién del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 3 antes del tratamiento con la composicién basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

Figura 17. Desviaciébn media (MD) (indicada como desviacion estdndar en el panel del lado izquierdo) y
desviacion estandar del modelo (DSM) (indicada como desviacion del modelo en el panel del lado derecho)
obtenidas en el test campimétrico del paciente 3 después del tratamiento con la composicion basada en citicolina
descrita en el ejemplo 2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

Segun la presente invencion, la citicolina (citidin-5-difosfocolina), comprada o preparada conforme a los protocolos
descritos en el estado técnico conocido, p.ej. segun el protocolo productivo de Kyowa (Registro del principio activo
citicolina de Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd), se administra sobre la superficie ocular de pacientes de glaucoma tal
como se define en las reivindicaciones.

La citicolina para uso topico se puede emplear en el tratamiento de todas las formas diferentes de glaucoma, como
p.ej. en el glaucoma congénito, el glaucoma de angulo abierto, el glaucoma de angulo cerrado y el glaucoma sin
hipertension.

Son objeto de la presente invencion las composiciones definidas por las reivindicaciones, que contienen citicolina
para uso tépico en el tratamiento del glaucoma.
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Naturalmente estas composiciones deben comprender uno o mas vehiculos, diluyentes y/o excipientes apropiados
para preparar composiciones oftalmicas. A tal fin sirven todos los vehiculos, diluyentes o excipientes tolerados por el
0jo. Como ejemplos de excipientes utilizables en dichas composiciones cabe mencionar el polisorbato 80, polietilen-
glicoles (p.ej. PEG 200, PEG 400), dextrano y analogos.

Dichas composiciones también pueden incluir vehiculos adecuados para aumentar la biodisponibilidad, la estabilidad
y la tolerabilidad del principio activo. Por ejemplo, se pueden emplear agentes tales como acido hialurénico, metil-
celulosa, poli(vinil alcohol), poli(vinil pirrolidona), etc., para incrementar la viscosidad.

Dichas composiciones pueden llevar vehiculos como p.ej. dimetil sulféxido, fosfolipidos de membrana y surfactantes
para mejorar la biodisponibilidad de la citicolina mediante el aumento de la permeabilidad de la cérnea.

Para evitar contaminaciones estas composiciones podrian incluir uno o0 mas conservantes de accion antimicrobiana,
como p.ej. el cloruro de benzalconio (abreviado BAK).

En estas composiciones la concentracion de citicolina estd comprendida preferiblemente entre 5y 30 mg por gramo
0 ml de composicion.

De acuerdo con la presente invencion la citicolina se emplea con preferencia a una concentracion por dosis unitaria
comprendida aproximadamente entre 0,0035 y 1,5 mg/dia.

Se entiende por “dosis unitaria” la dosis que se administra cada vez al paciente, ya sea subdividida en varias tomas
durante el dia, diariamente o a intervalos de dias.

Aparte de citicolina las composiciones aqui descritas podrian comprender otros principios activos de uso tépico para
el tratamiento del glaucoma y/o de la hipertensién ocular, como p.ej. farmacos tépicos anti-hipertensivos.

Dichas composiciones de uso tépico podrian formularse de cualquier forma considerada por el especialista como
adecuada para ser aplicada directamente sobre la superficie ocular, como p.ej. un ungliento, suspension, gotas para
los ojos, gel, crema, espuma, espray, linimento, polvo.

Estas composiciones se pudieron preparar segun las técnicas conocidas del especialista en la materia.

Las gotas para los ojos pueden contener sales tales como fosfato sédico monobésico monohidrato, fosfato sédico
dibasico dodecahidrato, cloruro sédico o una combinacion de las mismas y preferiblemente puede ser una solucién
fisiolégica con 0,9% de NaCl, a un pH fisiol6gico (7,0-7,4) y a una osmolaridad fisiolégica (290-310 mOsm).

En una forma de ejecucion preferida las gotas para ojos contienen citicolina entre 0,5% y 3% plv, preferiblemente
2%, acido hialurénico a una concentracion comprendida entre 0,1% y 0,3%, preferiblemente 0,2%, cloruro de
benzalconio a una concentracion comprendida entre 0,005 y 0,02%, preferiblemente 0.01%.

Tal como se describe detalladamente en la seccion de ejemplos, los inventores han observado sorprendentemente
que la administracién de citicolina sobre la superficie ocular en combinaciéon con acido hialurénico y cloruro de
benzalconio, preferiblemente en forma de gotas para ojos y en las concentraciones aqui descritas, produce una
absorcion 6ptima del principio activo en el segmento posterior del ojo (camara vitrea).

Las composiciones en forma de emulsiones pueden ser de tipo O/W (aceite/agua) o W/O o bien W/O/W y O/W/O,
mejor si se trata de micro o nanoemulsiones, pero también pueden ser dispersiones coloidales o soluciones. Las
microemulsiones se pueden preparar como geles, cremas o incluso en forma de espumas. Para preparar emulsiones
se pueden usar todos los surfactantes conocidos, como p.ej. los de tipo siliconico, glucosidico y fosfolipidico.

La presente invencién también proporciona un método para tratar el glaucoma y/o la hipertensioén ocular, el cual
consiste en administrar cantidades efectivas de una composicién como la aqui descrita a aquellos pacientes que lo
necesiten.

Las formas de glaucoma mencionadas se pueden seleccionar del grupo formado por glaucoma congénito, glaucoma
de angulo abierto, glaucoma de angulo cerrado y glaucoma sin hipertension.

En el método de tratamiento la dosis exacta y la frecuencia de administracion de las composiciones dependeréa de la
gravedad concreta de la enfermedad tratada, de la edad, del peso y del estado fisico general de cada paciente,
como es bien sabido de los especialistas.

A continuacion se indican algunas dosis efectivas que se pueden administrar:
se podrian administrar a una dosis unitaria comprendida entre aproximadamente 0,0035 y
aproximadamente 1,5 mg/dia, opcionalmente en combinacién con uno o mas compuestos para el tratamiento del
glaucoma, como p.ej. farmacos tépicos anti-hipertensivos cuya dosis unitaria podria ser aproximadamente del
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100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30% 0 menos respecto a la dosis unitaria empleada normalmente en la
terapia contra el glaucoma.

A continuacion la descripcion se detalla mediante los siguientes ejemplos, que tienen un fin meramente ilustrativo sin
limitar el alcance de la proteccion dispensada.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Protocolo de preparacion de gotas para ojos que contienen 1% p/v de citicolina.

Los componentes se disolvieron en una cantidad adecuada de agua a las siguientes concentraciones: 0,01% de
fosfato sd6dico monobasico monohidrato, 0,1% de fosfato sédico dibasico dodecahidrato, 0,7% de cloruro sédico,
0,2% de acido hialurénico, c.s. de agua purificada hasta 100%. Luego se afadid 1% de citicolina, agregando cada
componente tras la completa disolucion del precedente. Se disolvié BAK (cloruro de benzalconio) al 0,01% en un
pequefio volumen de agua destilada calentado a 70°C y esta disoluciéon se incorporé a la solucién previamente
preparada. Se control6 el pH resultante, estabilizandose dentro de los valores requeridos, es decir entre 7,0y 7,2, y
después se completd el volumen de la solucion.

Ejemplo 2. Protocolo de preparacion de gotas para ojos que contienen 2% p/v de citicolina.

Los componentes se disolvieron en una cantidad adecuada de agua a las siguientes concentraciones: 0,01% de
fosfato sédico monobéasico monohidrato, 0,1% de fosfato sédico dibasico dodecahidrato, 0,65% de cloruro sédico,
0,2% de acido hialurénico, c.s. de agua purificada hasta 100%. Luego se afadié 2% de citicolina, agregando cada
componente tras la completa disolucion del precedente. Se disolvié BAK (cloruro de benzalconio) al 0,01% en un
pequefio volumen de agua destilada calentado a 70°C y esta disolucion se incorpord a la solucién previamente
preparada. Se control6 el pH resultante, estabilizdndose dentro de los valores requeridos, es decir entre 7,0y 7,2, y
después se completd el volumen de la solucion.

Ejemplo 3. Estudios del paso de citicolina a través de los tejidos oculares.

Administracién de citicolina a ratones.

El ensayo se realizd con cinco ratones de la linea CD-1 (peso de cada raton: aproximadamente 30 g) repartidos del
siguiente modo:
a) 2 ratones se trataron con las gotas para ojos que contenian 1% de citicolina, preparadas segun el ejemplo 1;
b) 2 ratones se trataron con las gotas para 0jos que contenian 2% de citicolina, preparadas segun el ejemplo 2;
¢) 1 raton de control no tratado.

El ojo derecho de cada raton se tratd con 2 gotas de solucion oftalmica 2 veces al dia durante tres dias.

Preparacion de las muestras para el andlisis

Al cuarto dia, después de sacrificar los animales, se recogieron sus 0jos, se enjuagaron en solucion fisiologica y
luego se conservaron en hielo:
Grupo a): ratén 1: OD entero (OD = ojo derecho) en solucién STF (solucidon de tampon de fosfato); Ol entero (Ol
= 0jo izquierdo) en solucion STF; ratén 2: OD en suspension, lavado con 1,5 ml de STF; Ol en suspension,
lavado con 1,5 ml of STF.
Grupo b): raton 1: OD entero en soluciéon STF; Ol entero en solucion STF; ratén 2: OD en suspension, lavado con
1,5 ml de STF; Ol en suspension, lavado con 1.5 ml de STF.
Grupo c): OD entero en solucion STF; Ol entero en solucion STF.

En el laboratorio las suspensiones se consideraron inutiles para el andlisis debido a la excesiva dilucion; por tanto
solo se utilizaron ojos enteros del siguiente modo:

— se aspir6 el humor vitreo con una jeringa tipo SGE de 100 pul y se diluy6 con 20 ul de agua destilada;

— se centrifugé el humor vitreo diluido;

— serecogi6 el sobrenadante y se le afiadieron 50 ul de una solucién al 50% de agua y al 50% de metanol;

— se paso0 por un agitador vortex.

Las muestras asi preparadas se analizaron luego por cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC-MS/MS).

Andlisis por espectrometria de masas (LC-MS/MS) de la presencia de citicolina en las muestras.

Las muestras analizadas por espectrometria de masas (LC-MS/MS) dieron los siguientes resultados:
Muestra 1) OD del raton tratado con 2% citicolina = la molécula es visible (figura 1)
Muestra 2) Ol del ratén tratado con 2% citicolina = la molécula es visible (figura 2)
Muestra 3) OD del ratén tratado con 1% citicolina = la molécula es visible (figura 3)
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Muestra 4) Ol del ratdn tratado con 1% citicolina = la molécula NO es visible (figura 4)

Muestra 5) Ol de control (el OD se perdi6) = LA MOLECULA NO ES VISIBLE (figura 5). En la curva de HPLC el
pico correspondiente a la citicolina se identificé por espectrometria de masas y las curvas de HPLC obtenidas
(figuras 1-5) se compararon con la curva resultante de una muestra patron de citicolina.

Conclusiones de los resultados obtenidos:

— la maquina lee la molécula con gran seguridad, puesto que la sefial esta presente a los mismos tiempos en todas
las 4 transiciones empleadas;

— la maquina realiz6 siempre lecturas en blanco entre las muestras, a fin de evitar contaminaciones;

— entre las concentraciones del 1% y 2% no hay diferencia en cuanto a la absorcién sistémica, que es inferior a la
concentracién mas baja y no es visible en el ojo izquierdo.

— la molécula, transportada por dicha solucién, llega al humor vitreo.

Ensayo clinico

Se evalud la accién de una composicidon basada en citicolina, administrada por via topica ocular a pacientes de
glaucoma crénico simple bajo terapia hipotonizante. A estos pacientes, ademéas de la terapia hipotensiva ocular
corriente se les administré la composicion a base de citicolina en forma de gotas para ojos descrita en el ejemplo 2,
con una posologia consistente en 1 instilacién 3 veces al dia durante al menos 1 mes. Se observé que a pesar de no
producirse ninguna variacion en absoluto de la presion ocular, después de solo un mes de tratamiento el campo
visual mostraba importantes mejoras en todos los pacientes tratados. En concreto se observd una mejoria notable
en todos los 3 casos tratados, tal como lo demuestra la prueba campimétrica de la escala de sensibilidad (escala de
grises, ver figuras 6-11), la desviacion media (MD) y la desviacion estandar del modelo (DSM) (véase la tabla 1 y las
figuras 12-17). La definicion e interpretacion de estos parametros es conocida del especialista en la materia.

Tabla 1
Casos clinicos MD basal MD tras 1 mes de tratamiento | DSM basal DSM tras 1 mes de tratamiento
Paciente # 1 - 5,32 dB - 3,97 dB 6,23 dB 4,77 dB
Paciente # 2 - 8,94 dB -5,76 dB 5,83 dB 4,94 dB
Paciente # 3 - 10,39 dB - 8,06 dB 12,15 dB 10,25 dB

Discusion de los resultados del ensayo clinico

No se encontré ninguna variacion de la presién ocular, lo cual realza que los cambios del campo visual se deben a la
accion directa de la citicolina sobre el nervio optico. Estos datos se observaron cuando el farmaco se administré a
dosis 40 veces superiores por via sistémica y nunca se habian visto con una administracion tépica de gotas para
ojos. Para resumir, podemos afirmar que en estos pacientes de glaucoma la administracion de citicolina en gotas
para ojos mejor6 el campo visual y que este resultado clinico es atribuible a su accion sobre la cabeza del nervio
Optico. Dicha accion tiene una relacién dosis/efecto notablemente mayor que la existente en la literatura mediante la
administracion IM, IV y oral, y el efecto es mas rapido.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion oftalmica de uso tépico para el tratamiento del glaucoma, que contiene citicolina y uno o mas
vehiculos, siendo dicho vehiculo un agente aumentador de la viscosidad.

2. La composicién segin la reivindicacion 1, que ademas contiene uno o mas diluyentes y/o excipientes.

3. La composicién segun la reivindicacién 1 o 2, en la cual dicha citicolina tiene una concentracion comprendida
entre 5y 30 mg por gramo o ml de composicion.

4, La composicidn segln cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en que dicha citicolina tiene una concentracion
por dosis unitaria comprendida entre 0,0035 y 1,5 mg/dia.

5. La composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en que dicho vehiculo es acido hialurénico.

6. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en la cual dicho excipiente es cloruro de
benzalconio.

7. La composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que ademas comprende uno o mas principios

activos de uso topico para el tratamiento del glaucoma.

8. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en una forma elegida del grupo constituido por
una solucién, un ungiiento, una suspension, gotas para los ojos, un gel, una crema, una espuma, un espray, un
linimento, un producto en polvo.

9. La composicion segun la reivindicacion 8 en forma de gotas para los 0jos, en las cuales dicha citicolina tiene
una concentracion comprendida entre el 0,5y 3% p/v.

10. La composicion segun la reivindicacion 9, que contiene cloruro de benzalconio a una concentracion entre
0,005 y 0,02% pl/v y &cido hialurénico a una concentracion entre 0,1 y 0,3% p/v.



ES 2 528 366 T3

Az
o
S
picis
tedid %
AT

s

R e R R BRR P PP,
i

%
asesens
o 8 P R R AR

imapnn

Y

Intensidad .0ps

Lonil
H
y ;
Al i
3

e

omne RO

foa

cag

e

\.:‘%{;i

o ) ; .

Mo =% LR ot

4 TRV \”N il i . g Fragin isn g et L e m “l,"ﬁ\"‘\..-
58 e L T i 7 g I FEAS £% &8 e ) T

Tiempo: min. N

E

Fig. 1

10



ES 2 528 366 T3

2]

e BT

canair e

,\_ﬁw.

i

Tiempo !, min.

o

=

. NPT Lax
" RPRRRRRRPTT Y P LT i

....... e ey e renen O O35 e
i

Fig. 2

11



ES 2 528 366 T3

Intensidad GDS

NG
i wc‘-.sw\'u Ww-
93 ot T s e s
w5 ? F oy a0 % e s 5 5 #i EE AR ' i

Tiempo . min.

Fig. 3

12



ES 2 528 366 T3

G

e e et s b i
i i
i :
sesesnsssantereriosey
3 e
Bosira

L PP

Mo L

G e e

M
R
]

s

§
AWy
LAY
Tiempo . min.

£
Be-Y

S

[

.........

i
S H
s EE@U
S e

&

¢

Amond
13-4

i

LLI.

i SO

N EEEEEEEE

i
2
13
=
#
&

sdC pepisualu|

Fig. 4

13



ES 2 528 366 T3

3k

H

et

ns

|35

B
1111111

ey

B
=
H
3
R L ek
[

B st e e . ) in
P ¥

, eeeeevie s ss BT ;

[ mesmmT T o . £

el

mE |
P e,

i &re!!?l...k..iwe :
e B
B e W

Tiempo . il
Fig. 5

o g . i

(A : o . : .. -y o S ™
oW O LY BN ZE DY YV EE

sco’ pepisuau|

14



ES 2 528 366 T3

T

f+fai¥lanana
Fhsmrmd dE R
R R ER R
IR ]

——

TR P B AREVAREEREEARY

ok GEs R
* s BEmssEEEm
® ® vemmar
* " .

15

IR LR R LN LR L)

FEEEAABERRE NS EEA



ES 2 528 366 T3

16



ES 2 528 366 T3

fela ::l"

.

17



Desviacion total

ES 2 528 366 T3

Desviacion estandar

IETRE SR
(e E - BHHE
EENEER A
v EEENE ¢ MEESH
N BN - B N T
g 8 o
1 L 6%
¥ <L2%
#<1%
H<05%
Fig. 12
Desviacion total Desviacion estandar
= |E B 2|
B EB EEHE
- ERERE ERSEH
gul- 30 H - BB
1t < 5%
o <2%
#<1%
B <0.5%

Fig. 13

18



ES 2 528 366 T3

Desviacion total Desviacion estandar
v H- B "4 N
g g ABE B L
-y S ENEHRH BE
sEEzEEE 8 ¢y BH-H| B
sEIEERCE ¢ yERER |
EEEREN K By B A
B BE - B . I A
R AN :<5% '
T L2%
#$<1%
H<05%
Fig. 14
Desviacion total . Desviacion estandar
oo
ST SEEEE. - 3 < B L
o EAHEES ENE
S XA LIEA IR ¢ - “H|-RA
- BEE R = Y- T
- -¢HEH "8 o |H
LS O g - lg -
A ©: (5% 7
< 2%
#<1%
B <0.5%
Fig. 156

19



ES 2 528 366 T3

Desviacion total Desviacion estandar

o 8 44
S - IEH - B B -
SRR HE - - yEEH .o
5 REEEZ ¥ E-NEENR
ENEE | - @ TELLE )
mESH - @ BE- -
EEE| - @ REz| W
B LS < 5% N
P<2%
B<1%
B <05%
Fig. 16
Desviacion total _ Desviacion estandar
£ oRE ¥ MEEREN ELR
cHARBE - - EENE - - -
c:$HEE - @ -y EHNE - %
BEEBE | - EERRE | ’
FERE| < g HH|
RER;: - 0 ¥y HI- - R
B 1 5% o mE
< 2%
B<1%
B<05%
Fig. 17

20



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

