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DESCRIPCION
Una composicion farmacéutica oftalmica que contiene copolimeros de poliaspartamida anfifilos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de copolimeros de tipo injerto anfifilos de poliaspartamida para la
administracion oftadlmica de farmacos, tales como, por ejemplo, agentes antinflamatorios esteroideos y no
esteroideos, agentes antimicrobianos tales como aminoglicésidos, macrélidos, cefalosporina, tetraciclina,
quinolonas, penicilina, beta-lactamas, agentes antiglaucoma tales como prostaglandinas, prostamidas,
bloqueadores alfa y beta, inhibidores de anhidrasa carbdnica, canabinoides, agentes antivirales, agentes de
diagndstico, agentes antiangiogénicos, antioxidantes. A concentraciones apropiadas, en entornos acuosos, dichos
copolimeros pueden formar micelas poliméricas capaces de incorporar farmacos.

ESTADO DE LA TECNICA

Las micelas son coloides de asociacion obtenidos mediante la autoagregacion de moléculas anfifilas
(tensioactivos) por encima de una determinada concentracion (concentracion de micelas critica, CMC). Las micelas
poliméricas representan una clase aparte de micelas, constituida por copolimero anfifilos, es decir, que contienen
unidades monoméricas hidréfilas e hidréfobas Estos dos tipos de unidades monoméricas pueden organizarse de
diversas formas dentro de la cadena polimérica, proporcionando copolimeros aleatorios (si la secuencia es
enteramente aleatoria), copolimeros de bloques (si todas las unidades de un tipo determinado se unen
conjuntamente y se distinguen de aquellos con diferente polaridad) y copolimeros de injerto (si se unen cadenas de
polaridad opuesta en orden aleatorio al esqueleto polimérico principal). La naturaleza anfifila de estos copolimeros
permite que las macromoléculas individuales se comporten como agentes con actividad superficial (tensioactivos)
en solucién, o mas bien se organicen en agregados de tipo micelar por encima de una determinada concentracion
(CMC, o concentracion de agregacion critica, CAC). En agua, la estructura micelar es de tipo ndcleo-coraza, en la
que los dominios hidréfobos asociados internamente (nucleo), mientras que los dominios solubles forman una capa
exterior (coraza). Al igual que la situacion que sucede para tensioactivos de bajo peso molecular, la fuerza motriz
para la asociacion espontanea es la reduccion de la energia libre del sistema resultante de la eliminacién de
residuos apolares del entorno acuoso, con la formacion de un “nucleo” hidréfobo, estabilizado por medio de los
residuos hidréfilos expuestos al entorno acuoso.

Las micelas poliméricas tienen una morfologia muy variable, y los factores que influyen en dichos aspectos
incluyen la composicion del copolimero, su concentracion y el medio disolvente usado para la preparacion; se
considera normalmente que son agregados esféricos o elipsoidales con dimensiones comprendidas entre 5 y 100
nm. En cualquier caso, incluso sus dimensiones dependen de varios parametros que incluyen entre otros el tipo y
el peso molecular del copolimero, la relacion hidréfoba/hidréfila y el nUmero de macromoléculas (unimeros) por
agregado micelar. En general, las micelas formadas por copolimeros de tipo injerto son mas pequefias que las
formadas por copolimeros de tipo bloque, dado que pueden estar constituidas incluso por una cadena polimérica
sencilla y, por lo tanto, tienen un nimero de agregacion inferior. Ademas, las micelas poliméricas se caracterizan
por una estabilidad termodinamica significativa, expresada mediante el valor de la energia libre estadndar asociada
con el proceso de micelizaciéon (formacién de micelas), que depende del valor de CAC, y una estabilidad cinética
alta, que depende de la tasa de disociacion (Kd) de los unimeros después de dilucion; de hecho, incluso después
de dilucion a concentraciones inferiores al valor de CAC, las micelas preformadas pueden existir durante un
periodo de tiempo suficiente, del orden de horas o dias, permitiendo al agregado realizar su funcién.

Se han sugerido micelas poliméricas para fabricar sistemas coloidales como vehiculos para farmacos y agentes de
contraste de diagndstico administrados por via parenteral.

La patente WO 03082303 (ABBOTT LAB), 9 de octubre de 2003, divulga (véase la pagina 26, parrafo 2-pagina 27
linea 2 y reivindicacion 23) una composicién de micelas con poli(etilenglicol)-bloque-poli(N-hexil-L-aspartamida)-
éster de estearato, que es Util para reducir la toxicidad de antibiético de polieno, particularmente anfotericina B.
También para inhibir hongos patégenos. La composicion se administra por via parenteral (por ejemplo, inyeccion
intravenosa o perfusion intravenosa), intradérmica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, mucosal, oral o
tépica. Las micelas secas se reconstituyen en un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como solucion salina
fisiolégica o una solucion de dextrosa estéril.

El articulo Biochimica et Biophysica Acta, vol.1528, ediciones 2-3, 3 de octubre de 2001, péaginas 177-186,
'Synthesis and biopharmaceutical characterisation of new polyhydroxyethylaspartamide copolymers as drug
carriers', por Caliceti P. y col., divulga (véase la pagina 4, parrafo 2-5 y pagina 6 parrafo 4-pagina 8 parrafo 6) que
PHEA-PEG(2000-5000)-C16 y PHEA-PEG(2000-5000) se obtuvieron mediante una amindlisis parcial de PSl y se
usaron como vehiculo farmacolégico.

El farmaco o agente de diagndstico puede incorporarse en las micelas por medio de una interaccion fisica sencilla,
principalmente con las porciones hidréfobas del “nucleo” micelar o por medio de la uniéon covalente con grupos
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funcionales del copolimero constituyente. EI mecanismo de liberacion del farmaco de las micelas poliméricas
depende estrictamente del tipo de unién existente entre el farmaco y el "ndcleo" micelar. En otras palabras, para
farmacos incorporados por medio de uniones fisicas, la liberacion estara controlada por la tasa de difusion de
dichas moléculas en el “nucleo” micelar, y el equilibro micela-unimero; en el caso de farmacos unidos al nucleo
micelar por medio de enlaces covalentes, la liberacion del farmaco dependera no solo del equilibrio de disociacion
de las micelas, sino también de la hidrélisis de las uniones farmaco-polimero junto con el proceso de penetracion
del agua en el nacleo micelar.

Debido a la naturaleza anfifila, los unimeros son también capaces de interactuar con moléculas biolégicas anfifilas,
tales como los fosfolipidos de membranas celulares, y de modificar, consecuentemente, la permeabilidad de los
mismos.

Hasta la fecha, la administracion oftalmica de farmacos esta limitada exclusivamente a moléculas administradas
para que actien localmente con fines diagndsticos y terapéuticos, que se administran dejandolos caer o en
cualquier caso aplicandolos como tales, o por medio de sistemas acuosos o0 basados en gel o sistemas basados en
lipidos, en la zona precorneal. El farmaco puede eliminarse de esta region ocular por medio de diversos
mecanismos, incluidos recambio lacrimal, drenaje del liquido instilado, union a proteinas lacrimales, degradacion
enzimatica del farmaco, absorcion no productiva (es decir, pérdida debida predominantemente a la absorciéon por
tejidos no corneales) o se absorbe por via transcorneal, conjuntival o escleral, y alcanza las estructuras internas del
0jo en las que se precisa que ejerza su accion terapéutica o diagndstica.

No obstante, en general, la biodisponibilidad ocular de farmacos aplicados tépicamente es bastante baja; de hecho,
la absorcion ocular estd muy limitada por, ademéas de los factores mencionados previamente (que causan la
eliminacion del farmaco), el area limitada disponible para la absorcion y por los mecanismos de protecciéon que
aseguran la funcién correcta del ojo (incluido el reflejo corneal).

Dichos factores, tomados conjuntamente, significan, en general, que la cantidad de farmaco que alcanza el humor
acuoso y las estructuras internas del ojo es muy baja, generalmente no méas del 1-10 % de la dosis instilada.
Ademas, la fraccion de farmaco disponible por las diversas rutas (canal naso-lacrimal, conjuntiva, aparato
gastrointestinal, etc.) a un nivel sistémico, puede proporcionar efectos secundarios no deseados, la medida de los
cuales se correlaciona estrictamente con el porcentaje de farmaco que ha experimentado absorcion sistémica que,
a su vez, dependen del farmaco, puede variar del 3 al 80 % de la dosis instilada.

Por lo tanto, la idea que subyace en la presente invencion surge de la necesidad de desarrollar formulaciones
oftdlmicas capaces de aumentar la absorcién transcorneal y/o transconjuntival de farmacos y, por lo tanto,
aumentar la fraccion de farmaco capaz de penetrar en la cérnea y/o la conjuntiva para alcanzar las estructuras
internas del ojo; esto también sucede mientras se mantienen las caracteristicas estructurales y funcionales del
mismo inalteradas.

En particular, el enfoque usado en la presente invencién ha sido aquel que usa micelas poliméricas basadas en
poliaspartamida para obtener formulaciones capaces de aumentar la biodisponibilidad ocular de farmacos para su
uso ocular (tales como, por ejemplo, agentes antinflamatorios esteroideos, farmacos antimicrobianos, agentes
antiglaucoma, antihipertensivos, agentes de diagndstico, agentes antivirales, agentes antiangiogénicos,
antioxidantes). Se ha demostrado que dichas micelas son capaces de aumentar la biodisponibilidad ocular de
farmacos en un 60 % con respecto al farmaco que se administra como tal, gracias a la permeabilidad transcorneal
aumentada; por lo tanto, dichos vehiculos han mostrado una tolerabilidad ocular éptima in vivo y una toxicidad
celular baja en los sistemas de modelos in vitro e in vivo usados.

Por lo tanto, el uso de dichos vehiculos permite una biodisponibilidad ocular aumentada de farmacos, mientras que
se reducen consecuentemente los efectos secundarios debidos a la absorcién sistémica de los mismos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La invencion se ejemplificara claramente con referencia a las figuras adjuntas, en las que:

- La figura 1 representa fotomicrografias de células SIRC (células derivadas de cérnea de conejo), en
comparacion con la morfologia de células no tratadas con aquellas tratadas segun la invencion;

- La figura 2 representa una gréafico de recuperacion celular (y, por lo tanto, de la actividad) después de la inclusion
del vehiculo farmacolégico de la invencion;

- La figura 3 representa un grafico de concentracién de dexametasona en humor acuoso después de la
administracion en ojos de conejos.
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SUMARIO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion es el de crear formulaciones oftalmicas novedosas de farmacos antinflamatorios
esteroideos y no esteroideos, agentes antimicrobianos, agentes antiglaucoma, agentes antivirales, agentes
antiangiogénicos, antioxidantes y agentes de diagnostico incorporados fisicamente en el interior de los sistemas de
micelas constituidos por copolimeros de poliaspartamo anfifilos con el fin de aumentar la cantidad de farmaco
biodisponible en el nivel ocular con respecto al que puede obtenerse administrando los farmacos libres; esto se
produce con el objetivo de reducir la dosis que se va administrar y el nimero de administraciones, y obtener, de
este modo, una ventaja terapéutica. Otro objeto de la presente invencion es el de proporcionar sistemas que
permitiran una absorcion menos improductiva de los farmacos, con la reduccion consecuente de los efectos
secundarios sistémicos no deseados que estan correlacionados con el uso de los farmacos mencionados
anteriormente cuando se administran en sus estados nativos.

Otro objeto de la presente invencion es el de usar una familia de tensioactivos poliméricos basados en
poliaspartamida que presentan una compatibilidad alta, facilidad de fabricacion reproducible con rendimientos
elevados y bajo coste, y modulabilidad en términos de contenido de cadenas hidréfobas e hidréfilas en la
produccion de formulaciones oftalmicas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objeto principal de la presente invencidén es proporcionar una composicién farmacéutica oftdlmica segun la
reivindicacion 1, y esta formulacién oftdlmica es capaz de aumentar la biodisponibilidad ocular de farmacos
(agentes antinflamatorios esteroideos y no esteroideos, agentes antimicrobianos, agentes antiglaucoma, agentes
antivirales, agentes antiangiogénicos, antioxidantes y agentes de diagnostico) usando una familia de tensioactivos
poliméricos constituida por copolimeros de poliaspartamo anfifilos de tipo injerto de (a,B-poli(N-2-hidroxietil-DL-
aspartamida)) (PHEA).

Se han preparado copolimeros de injerto de poliaspartamida (PHEA) que contienen diferentes porcentajes de la
cadena hidrdfila (polietileneglicol, PEG, con un peso molecular medio comprendido entre 750 y 20.000 Da) y/o la
cadena hidréfoba (Cy, con 4 < n < 20), respectivamente (PHEA-PEGx-Cny PHEA-C, en las que x = peso molecular
medio del PEG y n = el nimero de atomos de carbono en la cadena de alquilamina introducida), caracterizado y
evaluado desde el punto de vista de tolerabilidad ocular in vivo, citotoxicidad y permeabilidad celular in vitro e
in vivo después de la administracion ocular. Preferentemente, el peso molecular medio de la cadena de PEG esta
comprendido entre 2000 y 10.000 Da, mas preferentemente es de 5000 Da, mientras que el nimero de atomos de
carbono en las cadenas de alquilamina es 12 < n < 18, mas preferentemente n = 16. La preparacion de los
copolimeros mencionados anteriormente se ha llevado a cabo por medio de reacciones secuenciales previendo la
insercion de una cadena de PEG (peso molecular medio comprendido entre 750 y 20.000 Da y/o una cadena de
alquilo C, con 4 < n <20) en las estructura de poliaspartamida usando reacciones de amindlisis parciales con
aminas organicas.

Para los copolimeros de a,B-poli(N-2-hidroxietil-DL-aspartamida-alquilaminamina (PHEA-C,) se han usado las
siguientes reacciones en secuencia:

- amindlisis parcial de polisuccinimida (PSI) (obtenida mediante condensacion térmica de &cido D,L-aspartico, a
una temperatura de entre 100-320 °C, preferentemente entre 150 y 250 °C, mas preferentemente entre 180-210
°C, a una presién de entre 1-10% mm de Hg y en presencia de acido fosférico como catalizador) con alquilamina
(Cn, con 4 < n < 20, preferentemente con 12 < n < 18, mas preferentemente n = 16) en solucién de
dimetilformamida (DMF), a una temperatura constante de entre 20 y 100 °C, preferentemente entre 40 y 80 °C,
mas preferentemente 60 °C, usando una relacion molar entre los moles C, y unidades de PSI repetitivas de entre
0,01-0,6 durante un periodo de tiempo apropiado (entre 1 y 15 horas) para obtener copolimeros de PSI-Cy;

- amindlisis completa subsiguiente de los copolimeros de PSI-C, obtenidos con un exceso de etanolamina en
soluciéon de DMF durante un periodo de tiempo adecuado (entre 0,5y 10 horas). Después de completar el tiempo
de reaccion, los productos se recuperaron por precipitacion en etiléter, se centrifugaron, se lavaron varias veces
(por ejemplo entre 3 y 5 veces) con acetona, se secaron al vacio y se purificaron mediante didlisis exhaustiva
frente a agua bidestilada.

Los rendimientos se encontraron en el intervalo del 94-100 % p/p con respecto a la cantidad de partida de PSI.
Cada producto obtenido caracteriz6 espectrofotométricamente. El porcentaje molar de cadenas de alquilamina
presentes en los copolimeros de PHEA-C,, determinado por RMN, esta comprendido entre el 0,5 y el 20 %. Los
copolimeros obtenidos son facilmente solubles en agua.

Para los copolimeros de a,3-poli(N-2-hidroxietil-DL-aspartamida-poli(etilenglicol)-alquilaminamina (PHEA-PEGx-C,)
se llevaron a cabo 3 reacciones en secuencia:

- aminolisis parcial de (PSI) (obtenida como se ha especificado anteriormente) con O-(2-aminoetil)-O'-
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metilpolietileno (NH2-PEGx-OCHs) (indicando x el peso molecular medio, comprendido entre 750 y 20.000 Da,
estando el peso molecular preferente comprendido entre 2000 y 10.000 Da, siendo de modo particularmente
preferente el peso molecular medio de 5000 Da) en solucién de dimetilformamida (DMF), a una temperatura
constante de entre 20 y 100 °C, preferentemente entre 40 y 80 °C, mas preferentemente de 60 °C, usando una
relacion molar entre los moles de NH,-PEGx-OCHj3 y unidades de PSI repetitivas de entre 0,01 y 1 durante un
periodo de tiempo apropiado (entre 1y 40 horas) para obtener copolimeros de PSI-PEGy;

- amindlisis parcial subsiguiente de los copolimeros de polisuccinimida-poli(etilglicol) (PSI-PEGy) (obtenidos tal
como se ha especificado anteriormente) con alquilamina (C,, con 4 < n < 20, preferentemente con 12 <n < 18,
de modo particularmente preferente n = 16) en solucién de dimetilformamida (DMF) a una temperatura
constante de entre 20 y 100 °C, preferentemente entre 40 y 80 °C, mas preferentemente de 60 °C, usando una
relacion molar entre los moles Cny unidades de PSI repetitivas de entre 0,01 y 0,80 durante un periodo de
tiempo apropiado de entre 1 y 40 horas para proporcionar copolimeros de PSI-PEG-Cy;

- amindlisis completa subsiguiente de los copolimeros de PSI-PEG«-C, obtenidos con un exceso de etanolamina
en solucién de DMF durante un periodo de tiempo adecuado comprendido entre 1y 5 horas.

Después de completar el tiempo de reaccion, los productos se recuperaron por precipitacion en etiléter, se
centrifugaron, se lavaron varias veces con acetona, se secaron al vacio y se purificaron mediante dialisis
exhaustiva frente a agua bidestilada.

Los rendimientos se encontraron en el intervalo del 94-100 % p/p con respecto a la cantidad de partida de PSI.
Cada producto obtenido se caracterizd espectrofotométricamente. EI porcentaje molar de cadena de
poli(etilenglicol) (PEG) y alquilamina presente en los copolimeros de PHEA-PEGy-C,, determinado por RMN, esta
comprendido entre el 0,5y el 30 % y el 0,5y el 20 % respectivamente. Los copolimeros obtenidos son facilmente
solubles en agua.

Los copolimeros obtenidos por medio de la presente invencién se caracterizaron en términos de peso molecular e
indice de polidispersidad por medio de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). Los pesos moleculares
medios medidos determinados en agua estidn comprendidos entre: 10 KDa y 150 KDa; se determiné que los
indices de polidispersidad se encuentran entre 1,1y 2.

Meramente a modo de ejemplo, las presente descripcién informa de los resultados relacionados con los
copolimeros que contienen PEG con un peso molecular medio de 5000 Da y cadenas C;, hidr6fobas Cis
(hexadecilamina), con moléculas lipdfilas tales como esteroides y moléculas hidréfilas tales como aminoglicésidos.
Los estudios llevados a cabo apoyan y sugieren el uso de todos los copolimeros analizados para que actien como
vehiculos de farmacos (tales como, por ejemplo, agentes antinflamatorios esteroideos y no esteroideos, agentes
antimicrobianos, agentes antiglaucoma, agentes antivirales, agentes antiangiogénicos, antioxidantes y agentes de
diagnostico) para su administracién oftalmica.

Los copolimeros descritos en el presente documento se han sometido a estudios de artesa de Langmuir (LT), para
obtener informacion de la capacidad acomplejante para farmacos (por ejemplo, alcohol de dexametasona) de las
micelas poliméricas formadas por los mismos y a electroforesis capilar de afinidad micelar (MACE) con el objetivo
de obtener informacién sobre la interaccion de una fase acuosa que contiene los copolimeros en cuestion y una
monocapa de lipidos como un modelo de membrana.

Los estudios de LT han puesto en relieve que, a diferencia del polimero parental (PHEA), existe una interaccion
entre dichos copolimeros y monocapas lipidicas de dipalmitoilfosfatidilcolina, y que esta tiene lugar
predominantemente entre las cadenas de hexadecilamina de los copolimeros y la porcion no polar de la monocapa
lipidica.

Los estudios de MACE han mostrado por ejemplo que, a diferencia de PHEA, los copolimeros que contienen
cadenas de hexadecilamina (PHEA-C16 y PHEA-PEG5000-C;6) tienen la capacidad de acomplejar farmacos, tales
como, por ejemplo, dexametasona, y que dicha capacidad también depende de la temperatura.

Los sistemas micelares descritos en el presente documento se han sometido a estudios de permeabilidad en capas
de células epiteliales de conjuntiva bovina (capas de BCEC). El efecto de los sistemas mencionados anteriormente
sobre el transporte paracelular se ha evaluado usando carboxifluoresceina, y la permeabilidad conjuntival de
farmacos antinflamatorios esteroideos y agentes antimicrobianos de aminoglicdsidos se ha evaluado usando el
mismo modelo, meramente a modo de ejemplo, para comparar una clase de moléculas lipdfilas con respecto a una
clase de moléculas hidrdfilas.

A modo de ejemplo, informamos que los copolimeros de PHEA-PEG5000-Cisy PHEA-Ci6 no influyen en el
transporte paracelular de carboxifluoresceina y, en particular, el derivado de PHEA-PEG5000-Cis aumenta
significativamente la permeabilidad de farmacos antinflamatorios esteroideos, tal como, por ejemplo, los agentes
antimicrobianos dexametasona y aminoglicésido tales como, por ejemplo, netilmicina, en el modelo usado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 557298 T3

Estudios in vitro de permeabilidad a través de capas de células epiteliales de cérnea bovina han demostrado que
todos los copolimeros analizados aumentan la permeabilidad transcorneal de farmacos antinflamatorios
esteroideos tales como, por ejemplo, alcohol de dexametasona y éster de fosfato de dexametasona. Los
copolimeros que forman el objeto de la presente invencidon se han sometido a estudios de compatibilidad in
vitro con células de cérnea de conejo (SIRC), para evaluar cualquier potencial de citotoxidad de dichos sistemas
usando microscopia de luz (evaluacion morfolégica de la monocapa celular) o microscopia electrénica de
transmisién (TEM). Las células incubadas en medio de crecimiento que contenia PHEA-Cis y PHEA-PEG5000-
Ci16 Observadas por TEM, muestran granulos intracitoplasmicos amorfos rodeados por la membrana plasmatica, lo
que puede atribuirse a invaginaciones que contienen los polimeros (fig. 1). No obstante, las células no muestran
ningun signo de dafio celular o nuclear; el citoplasma celular muestra caracteristicas ultraestructurales similares a
controles y mitocondrias que funciona bien. La presencia de los copolimeros ralentiza el metabolismo celular, como
se demuestra mediante ensayos de viabilidad metabdlica (ensayos MTT), pero las células que incorporan dichas
sustancias en sus citoplasmas son capaces de metabolizarlas y de restaurar la actividad metabdlica normal
después de la “recuperacion” con medio de cultivo normal desprovisto de los sistemas poliméricos (fig. 2).

Los sistemas descritos en la presente invencion se han sometido a estudios in vivo en conejos con el objetivo de
evaluar la tolerabilidad ocular de las micelas poliméricas con respecto al control (BSS, solucién salina tamponada)
cuando se administran en el saco ocular del animal (ensayo de Draize); los estudios han mostrado una buena
tolerabilidad ocular en todos los animales. Ademas, dichos estudios no destacan ningun signo clinico (curvas de
aumento de peso y consumo de alimento y agua normal), lo que indica una absorcion sistémica potencial para
cualquiera de los sistemas analizados con respecto al control.

Estudios de la influencia sobre el transporte transcorneal in vivo de farmacos, tal como por ejemplo agentes
antinflamatorios esteroidales, han mostrado que las micelas PHEA-PEGx-C, dan como resultado un aumento
significativo en la concentracion del farmaco en el humor acuoso con respecto a la formulacion comercial con una
cantidad de farmaco igual.

EJEMPLO 1

Los experimentos de transporte transcorneal in vivo se han realizado en conejos albinos macho (Charles River)
gue pesaban 1,8-2,5 kg. Antes del experimento, los animales se mantuvieon en jaulas estandar con acceso libre a
alimento y agua. Los conejos se han tratado segun las instrucciones publicadas en "Guiding Principles in the Care
and Use of Animals" (DHEW Publication, NIH 80-23) y ARCO Resolution on the Use of Animals in Research.

Se usaron dos formulaciones de alcohol de dexametasona:
- Visumetazona® (una formulacién comercial del farmaco, en una suspension del 0,1 % p/v);

- Formulacién de micelas (farmaco, a una concentracion final del 0,1 % p/v, incorporado dentro de micelas PHEA-
PEG5000-C16 en tampon de fosfato isotonico a pH de 7,3).

La formulacion de micelas de PHEA-PEGs000-Ci6 que contienen dexametasona se prepararon inmediatamente
antes del analisis mezclando conjuntamente la cantidad apropiada de copolimero y farmaco en una pasta
homogénea usando solucidn de Ringer como dispersante y afiadiendo subsiguientemente un volumen adecuado
de soluciéon de Ringer modificada para dar una concentracion final de dexametasona igual al 0,1 % plv, y una
concentracién polimérica igual al 0,2 % p/v.

Los ensayos se realizaron administrando 50 pl de una de las formulaciones descritas previamente en el saco
conjuntival de conejos.

En varios momentos dentro del intervalo de 30 a 180 minutos, se tomaron de los animales muestras de humor
acuoso después de eutanasia. Dichas muestras se afiadieron a una cantidad adecuada de metanol para precipitar
los componentes proteicos del humor acuoso, a continuacion, después de centrifugacién, el sobrenadante se
analizé mediante HPLC usando una columna de 4,6/125 mm Hypersil ODS 5 um como fase estacionaria, con una
precolumna H50DS-120CS y un gradiente del 53 %/47 % de CH3;OH/KH,PO4 0,05 M (6,8 g/l), pH 6 como fase
moévil, a un caudal de 1 ml/min, volumen de inyeccion de 100 pl, y se realizé un seguimiento de eluato a 242 nm.

Los resultados de dicho estudio, comunicados en la figura 3, muestran un aumento del area bajo la curva (AUC) de
aproximadamente el 60 % usando la formulacion de micelas de PHEA-PEGsg00-C16 (0,02 %) que contienen alcohol
de dexametasona (0,1 %), con respecto a la formulacion comercial (0,1 % de suspension de visumetazona).
EJEMPLO 2

Los estudios de permeabilidad in vitro se realizaron usando una multicapa celular epitelial de conjuntiva bovina
(BCEC) que reproduce la organizacion del tejido original, como modelo.
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Se usaron dos formulaciones para los estudios con sulfato de netilmicina:

- Formulacién de sulfato de netilmicina en solucion de Ringer modificada, con una concentracién base de
netilmicina del 0,3 % plv;

- Formulacién de micelas (sulfato de netilmicina incorporado en micelas de PHEA-PEGs00-C16 €n solucion de
Ringer modificada, con una concentracion base de netilmicina del 0,3 % p/v;

La formulacién que contiene netilmicina se prepar6 inmediatamente antes del analisis mezclando conjuntamente la
cantidad apropiada de copolimero y farmaco en una pasta homogénea usando solucién de Ringer como
dispersante y afiadiendo subsiguientemente un volumen adecuado de solucién de Ringer modificada para dar una
concentracion base de netilmicina igual al 0,3 % p/v.

Los ensayos se realizaron introduciendo 0.5 ml de una de las formulaciones mencionadas en el compartimiento del
donante y 1,5 ml de solucién de Ringer modificada en el compartimiento del receptor; la incubacion dura 120
minutos a 37 °C, con agitacién orbital a 50 rpm. A tiempos subsiguientes iguales a 30, 60, 90 y 120 minutos, se
tomaron muestras de 500 pl del compartimiento del receptor y se reemplazaron subsiguientemente con solucion de
Ringer reciente. Las muestras tomadas se analizaron por HPLC, siguiendo con la derivatizacion de la netilmicina
con ortoftalaldehido (OPA) para llevar a cabo la determinacién analitica. El procedimiento de derivatizacion se
realizé como se indica a continuacion. A una parte de la solucion estandar de netilmicina (o solucién extraida del
compartimiento del receptor) se afiaden tres partes de solucion de OPA (preparada disolviendo 20 mg de OPA en 5
ml de metanol, diluyendo dicha solucién en 90 ml de tampo6n de borato, pH 10,4, y afiadiendo 0,2 ml de acido
tioglicélico) y una parte de metanol. La solucién obtenida de este modo se mantiene a 60 °C durante 15 minutos,
alejada de la luz. Cada solucion se enfria después rapidamente disponiéndola en un bafio de hielo durante 5
minutos y disponiéndola después en un aparato automuestreador a 4 °C antes de analizarla por HPLC. En dichas
condiciones, la fluorescencia del derivado de netilmicina-OPA es estable durante al menos 3 horas, periodo dentro
del cual se analizo la muestra. El analisis por HPLC se realiz6 usando una columna de 4,6/250 mm LUNA Cig 5 um
como fase estacionaria, con una precolumna de HsODS-Cs, y un gradiente del 30 %/70 % de CH3CN/KH,PO4 0,05
M (pH 7,3) como fase moévil, a un caudal de 1 ml/min, un volumen de inyeccién de 100 pl y se realiz6 un
seguimiento del eluato a 330 nm.

Cada formulacion se analizé diez veces sobre un nimero similar de muestras de multicapas de BCEC.

La integridad de las multicapas se analiz6 mediante mediciones de TEER al comienzo de cada experimento,
después de 30 y de 60 minutos, y al final de cada experimento.

Se usaron dos tipos de ensayos estadisticos para determinar el nivel de significancia de los datos: andlisis de
varianza y ensayo t de Student.

Se ha mostrado que el coeficiente de permeabilidad del farmaco vehiculizado en micelas de PHEA-PEGso00-C16 €S
igual a aproximadamente dos veces el obtenido con el farmaco libre.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de enfermedades oftalmicas mediante administracion
local que comprende uno o mas ingredientes activos seleccionados de agentes antimicrobianos, agentes
antinflamatorios, agentes antiglaucoma, agentes antivirales, agentes antiangiogénicos y antioxidantes, estando
incluido dicho agente activo en un vector farmacéutico constituido por micelas poliméricas que comprenden
copolimeros de tipo "injerto" de poliaspartamida (PHEA) que contienen cadenas de polietilenglicol (PEG) hidréfilas
con un peso molecular medio comprendido entre 750 y 20.000 Da y/o cadenas de alquilo C, hidréfobas, en las que
4<n<20.

2. Composiciones farmacéuticas segun la reivindicacién 1, que ademas comprenden uno o mas de excipientes
farmacéuticamente aceptables para su administracion oftalmolégica.

3. Composiciones farmacéuticas segun la reivindicacion 2, en las que los excipientes se seleccionan de:
bioadhesivos, electrolitos (fosfatos, cloruros), agentes isotonizantes no i6nicos, tensioactivos, antioxidantes,
sistemas tampon.

4. Las composiciones farmacéuticas segun la reivindicacién 1, en las que el peso molecular medio de las cadenas
de polietilenglicol es igual a, o estdn comprendidos entre, 2000 y 10.000 Da, y el nimero de atomos de carbono en
las cadenas hidréfobas es 12<n < 18.

5. Composiciones farmacéuticas segun la reivindicacién 1 o 4, en las que las cadenas hidrofilas estan constituidas
por polietilenglicol PEG con un peso molecular medio comprendido entre 750 y 20.000 Da y las cadenas lipofilas
por cadenas alifaticas seleccionadas del grupo que consiste en: butilamina, pentilamina, hexilamina, heptilamina,
octilamina, decilamina, undecilamina, dodecilamina, tridecilamina, tetradecilamina, hexadecilamina, octadecilamina,
didecilamina.

6. Composiciones farmacéuticas segun la reivindicacion 1 o 5, en las que los copolimeros comprenden PEG con un
peso molecular medio de 5000 Da y cadenas hidr6fobas C,, en las que n es 16.

7. Una composicion farmacéutica para administraciéon local para su uso en el diagnéstico de enfermedades
oftdlmicas que comprende un agente de diagndstico, estando incluido dicho agente activo en un vector
farmacéutico constituido por micelas poliméricas que comprenden copolimeros de tipo "injerto" de poliaspartamida
(PHEA) que contienen cadenas de polietilenglicol (PEG) hidréfilas con un peso molecular medio comprendido entre
750 y 20000 Da y/o cadenas de alquilo C, hidrofobas, en las que 4 < n < 20.
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SIRC incubado durante 72 horas en medio de cultivo (control), PHEA C16 o
PHEA PEG 500 C16 al 0,1 % en medio de cultivo. Las flechas indican granos
intracitoplasmicos rodeando la membrana.
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Concentracion de dexametasona (0,1 %) después
de monoadministracién en ojos de conejo
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