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DESCRIPCION
Metotrexato para la vitreorretinopatia proliferativa
Reivindicacién de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente estadounidense, N° de serie 62/030.778,
presentada el 30 de julio de 2014.

Campo técnico

Esta invencién se refiere al uso del metotrexato, por ejemplo, la dosificacién repetida del metotrexato, para
reducir el riesgo de vitreorretinopatia proliferativa (VRP) o de membranas epirretinales (MER) después de una
vitrectomia quirdrgica y/o cerclaje escleral para tratar el desprendimiento de retina.

Antecedentes

El desprendimiento de retina (DR) es una causa importante de la pérdida repentina de la vision en Estados
Unidos, en donde se producen aproximadamente 40.000 casos anualmente. Si el tratamiento se retrasa, se
producira una pérdida visual permanente.

El desprendimiento de retina se define como la separacion de la retina neurosensorial del epitelio del pigmento
de la retina (EPR). En estado no patolégico, el epitelio del pigmento de la retina es una monocapa epitelial
continua ocluida por uniones estrechas, que mantienen una separacion estricta de los lechos capilares
coroidales subyacentes de los fotorreceptores de la retina sensorial, formando asi la barrera externa sangre-
retina. Sus funciones incluyen la alimentacion de los fotorreceptores, la eliminacion de los productos de
desecho y la reabsorcion del liquido subretinal.

El tratamiento definitivo del desprendimiento de retina es la cirugia reparadora. El retin6logo que realiza el
tratamiento dispone de mdltiples técnicas quirdrgicas, pero los principios en que se basa el tratamiento del
desprendimiento de retina siguen siendo los mismos: extraccion de liquido del espacio subretinal, alivio de
cualquier traccion existente y tratamiento y profilaxis contra la causa subyacente de la entrada de liquido, ya
sea debido a una rotura de la retina 0 a un proceso exudativo.

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es la causa mas comun de que la cirugia de desprendimiento de retina
fracase, una complicacion que se produce en el 5-10% de todas las cirugias de desprendimiento de retina. La
VRP también se puede producir espontaneamente en ausencia de cirugia. La VRP es mas probable que se
desarrolle después de una instrumentacion quirdrgica repetida del ojo, después de una agresion fisiologica
significativa en el ojo como, por ejemplo, un traumatismo, asi como en desprendimientos de retina complicados
por multiples lagrimas, lagrimas gigantes, hemorragia vitrea, o en ojos con uveitis.

Una forma mas leve de VRP, llamada fruncido macular o membrana epirretinal (MER), complica el curso
postoperatorio del 20-30% de las cirugias de DR y la mitad de éstas son tan distorsionantes visualmente que
los pacientes requeriran cirugia. Ademas, los estudios de autopsias muestran que cerca del 75-80% de los
pacientes con cirugia de DR tienen evidencia histoldgica de membranas proliferativas. Esto puede explicar por
gué muchos pacientes no logran una vision perfecta en el postoperatorio después de la cirugia de DR, y sin
embargo no tienen ninguna MER clinicamente obvia. Ademas, las MER también se pueden desarrollar
espontaneamente. SUNALP M ET AL: "Effects of cytotoxic drugs on proliferative vitreoretinopathy in the rabbit
cell injection model", CURRENT EYE RESEARCH, vol. 3, n° 4, 31 de marzo de 1984, paginas 619-623,
describe los efectos de una Unica inyeccion de adriamicina, 5-fluoruracilo, triamcinolona o metotrexato en un
modelo in vivo de VRP.

Hasta el momento no se ha encontrado ningun tratamiento preventivo contra la VRP o MER. Una vez que se
desarrolla la VRP o la MER, el Unico tratamiento es la cirugia.

RESUMEN

La invencion esta definida por las reivindicaciones. Toda cuestién que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente a titulo informativo. Ademas, cualquier referencia en la descripcion
de los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de
la presente invencidn para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

En particular, la presente invencion se refiere a una composicién para el uso en el tratamiento o la reduccién
del riesgo de vitreorretinopatia proliferativa (VRP) o de membranas epirretinales (MER) en un sujeto, donde la
composicion comprende metotrexato y el metotrexato se administra mediante una pluralidad de inyecciones
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intravitreas durante un periodo de al menos uno, dos, tres 0 mas meses, con una frecuencia de administracion
no superior a la semanal.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el desarrollo de métodos para tratar y reducir el riesgo
de desarrollar VRP o MER.

Por lo tanto, en un primer aspecto la invencién proporciona métodos para tratar o reducir el riesgo de que un
sujeto desarrolle vitreorretinopatia proliferativa (VPR) o membranas epirretinales (MER). Los métodos incluyen
la administracion de una pluralidad, por ejemplo, diez 0 mas inyecciones intravitreas de metotrexato durante
un periodo de por lo menos uno, dos, tres 0 mas meses, administradas con una frecuencia no superior a la
semanal.

En algunas realizaciones, cada inyeccion proporciona una dosis de 400 mcg en 0,1 ml de metotrexato.
En algunas realizaciones, el metotrexato se administra en la parte posterior del limbo.

En algunas realizaciones, el sujeto se somete a un procedimiento quirirgico ocular que aumenta el riesgo de
que el sujeto desarrolle una MER o VRP, por ejemplo, una vitrectomia pars plana (VPP), cirugia de
desprendimiento de retina (DR), cirugia de MER, cirugia del cerclaje escleral o un procedimiento en el otro ojo.

En algunas realizaciones, el sujeto requiere un VPP para tratar un desprendimiento de retina regmatégeno
secundario a un traumatismo; la vitreorretinopatia proliferativa preexistente (por ejemplo, de grado C o
superior); o para otras indicaciones asociadas con el estado de alto riesgo para el desarrollo de la VRP, por
ejemplo, desgarros gigantes de la retina (los desgarros gigantes de la retina se definen como desgarros que
representan 90° o mas de la circunferencia del globo), roturas de retina superiores a 3 areas de disco,
desprendimientos de retina de larga duracién, o desprendimientos asociados con hemorragia.

En algunas realizaciones, se administra una primera inyeccion al final del procedimiento quirdrgico; se
administran ocho inyecciones semanales hasta el segundo mes postoperatorio; y se administra una décimay
ultima inyeccién en el tercer mes postoperatorio.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen la administracion de nueve inyecciones semanales
consecutivas y una décima inyeccion tres meses después de la primera inyeccion.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen la administracién de inyecciones adicionales mensualmente
después de la ultima, por ejemplo, la décima inyeccién.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen la administracion de una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho o nueve inyecciones adicionales, por ejemplo, mensualmente, después de la décima inyeccion.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para tratar o reducir el riesgo de VRP o MER en
un sujeto. Los métodos incluyen la administracién intravitrea de una formulacion de liberacion sostenida de
metotrexato durante un periodo de al menos tres meses.

En algunos aspectos, la formulacion de liberacion sostenida es o comprende una formulacion encapsulada en
lipidos; formulaciones de liposomas multivesiculares (LMV) de metotrexato (MTX); nanoparticulas o
microparticulas; micelas de complejo de polion (CPI); o polimeros bioadhesivos. En algunas realizaciones, los
polimeros bioadhesivos comprenden una o mas de las siguientes sustancias: hidroxipropil metilcelulosa
(HPMC), carboxi metil celulosa (CMC), acido poliacrilico (PAA) o acido hialurénico (HA).

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona métodos para tratar o reducir el riesgo de VRP o MER en
un sujeto. Los métodos incluyen la implantacién de un dispositivo para la liberacion sostenida de metotrexato
durante un periodo de al menos tres meses en el ojo del sujeto.

En algunas realizaciones, el dispositivo no es biodegradable.

En general, en los métodos que se describen en el presente documento, el sujeto no tiene cancer, por ejemplo,
no tiene un cancer ocular, por ejemplo, no tiene un linfoma ocular o de células B. En algunas realizaciones, el
sujeto no tiene uveitis. En algunas realizaciones, los métodos incluyen la determinacion de que un sujeto tiene
0 esta en riesgo de desarrollar VRP o MER, o0 esta a punto de someterse a un procedimiento con un alto riesgo
de VRP o MER como efecto secundario, y la seleccién del sujeto.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende cominmente el experto en la técnica al que pertenece esta invencion.
Los métodos y materiales se describen aqui para el uso en la presente invencion; también se pueden utilizar
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otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales, métodos y ejemplos son solo
ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran aparentes a partir de la siguiente descripcién detallada y
de las figuras, asi como de las reivindicaciones.

Descripcion de las figuras

La FIG. 1 es un diagrama de flujo que muestra un protocolo de tratamiento ejemplar utilizando los métodos
actuales.

Las FIG. 2A-2C son cada uno de los conjuntos de nueve imagenes de células humanas de VPR, colocadas en
12 pocillos con 30.000 células por pocillo, que muestran que el metotrexato inhibié la proliferacion de células
de vitreorretinopatia proliferativa humana (VRP) en el cultivo. Las células fueron tratadas con 100 mM, 200 mM
0 400 mM de metotrexato (MTX) como se indica, y las imagenes se tomaron después de 72 horas (2A), 1
semana (2B) o 2 semanas (2C). A las 72 horas (2A), la fotomicrografia mostré una morfologia epitelial similar
y una confluencia limitada a través de las placas de control (fila superior), asi como las tres concentraciones
de metotrexato (filas 2-4). Tras la primera semana 2B, las placas de control (fila 1) mostraron una lamina celular
uniforme y confluente, mientras que las filas 2-4, que estuvieron expuestas al metotrexato 400, 200 y 100
respectivamente, mostraron inhibicion del crecimiento y falta de confluencia, y tenian un aspecto menos
epitelial. A las dos semanas, las placas de control (fila 1) seguian siendo una lamina celular uniforme y
confluente, mientras que las filas 2 a 4, expuestas al metotrexato 400, 200 y 100, respectivamente, seguian
inhibiendo el crecimiento y tenian una falta de confluencia.

Descripcion detallada

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una ocurrencia comun después de la cirugia de desprendimiento de
retina. La VRP es un estado de "cicatrizacién" que se forma en el interior del ojo después de una cirugia, un
traumatismo significativo o incluso espontdneamente. Su patogénesis es la alteracion de la capa del epitelio
del pigmento de la retina, que se asocia con la inflamacion, la migracién y la proliferacion de células a la
superficie (neural) de la retina. Durante las siguientes 4-12 semanas, las membranas de la superficie de la
retina proliferan, se contraen y aplican traccion en la retina, lo que da como resultado un nuevo desprendimiento
de la retina del EPR. Una vez que la VRP esta presente y la retina se desprende por segunda vez, es poco
probable que se recupere la vision.

Patobiologia de la vitreorretinopatia proliferativa (VRP) y de las membranas epirretinianas (MER).

Las membranas epirretinianas (MER) son debidas a una proliferacion anormal de células, por ejemplo, células
epiteliales pigmentadas de la retina (EPR), células gliales, fibroblastos y macréfagos, en la superficie de la
retina, tipicamente en respuesta a enfermedades oculares; las membranas tienden a contraerse y causar
arrugas y, por lo tanto, a la distorsion de la macula. Véase, por ejemplo, Hiscott et al., Br J Ophthalmol.
68(10):708-15 (1984); Hiscott et al., Eye 16, 393-403 (2002); y Asato et al., PLoS One. 8(1): e54191 (2013).

Al igual que la MER, la VRP es una respuesta anémala de curacion de las lesiones en el vitreo y la retina, un
sindrome clinico en el que las células con capacidad proliferativa, impulsadas por mediadores inflamatorios, se
multiplican en la superficie de la retina, se contraen y finalmente causan un desprendimiento de retina
recurrente (DR). La patogénesis de la VRP comienza con la introduccion de células EPR en la cavidad vitrea.
Estas células pueden introducirse en el momento del propio desgarro de la retina o pueden introducirse por via
iatrogénica, por ejemplo, mediante el uso de la crioterapia o retinectomia. Los estudios realizados en ojos de
monos con VRP también han postulado que la introduccion de células de Milller, asi como potencialmente de
fibrocitos, también ocurre. Junto con la introduccion de las células EPR est4 la introduccion o el aumento de
los factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (FCDP), la fibronectina, el crecimiento transformador de factor beta (FCT-B) y otros
mediadores. Este proceso inicia un bucle autocrino en el que los constituyentes gliales, EPR y otros
constituyentes celulares proliferan y se transdiferencian en miofibrocitos contractiles. En patologia, tanto los
macréfagos como los fibroblastos se identifican cominmente en los especimenes de VRP.

También se ha propuesto que, en este momento de interrupcién del EPR, la inflamacién tiene un importante
papel en el desarrollo de la VRP. Se han identificado las citoquinas IL-6, IL-1, TNF-alfa y IFN-gamma en altas
concentraciones en el vitreo en las primeras etapas proliferativas de la VRP, pero disminuyen a niveles
normales en la fase de cicatrizacién. Estas citoquinas no estan presentes en aquellos ojos que no desarrollan
VRP.

El uso de un adyuvante farmacoldgico para prevenir la VRP ha sido un objetivo dificil de alcanzar en
oftalmologia. Una estrategia farmacolégica general empleada en estudios previos de VRP ha sido la
administracion Gnica intravitrea e intraoperatoria de varios agentes, como duanoribicina, 5-fluorouracilo (5-FU),
triamcinolona, heparina de bajo peso molecular y naproxenol0-15. Aunque la eliminacién de los farmacos
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administrados por via vitrea depende de varios factores, entre los que se incluye el peso molecular del farmaco,
el estado de las barreras retina-sangre, el contenido de la cavidad vitrea, etc., es probable que estos farmacos
utilizados en estos estudios previos de VRP se hayan eliminado del ojo pocos dias después de que se hayan
administrado. Por el contrario, la VRP no se convierte en una entidad patolégica clinicamente apreciable hasta
al menos 6-8 semanas después de la cirugia.

Metotrexato

El metotrexato es un producto quimico que no se produce de forma natural también conocido como acido N-
[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metilamino] benzoilo]-L-glutamico. Se cree que el metotrexato, un analogo
del folato, actiia como agente antiproliferativo al inhibir reversiblemente la dihidrofolato reductasa, lo que impide
que el dihidrofolato se reduzca a tetrahidrofolato, que se utiliza en la sintesis de los nucleétidos de purina.

Los mecanismos de accién antiinflamatoria estan menos claros, aunque entre los mecanismos que se han
propuesto figuran su capacidad para mejorar la concentracion extracelular de adenosina, la supresion de las
citoquinas proinflamatorias, la induccién de la apoptosis de células T activadas y la supresion de la adhesion
intracelular mediante células T activadas.

En algunas realizaciones, el metotrexato esta formulado para ser inyectado repetidamente, por ejemplo, en una
solucion salina equilibrada de viales de 25 mg a una dosis estéril de 400 mcg/0,1 ml de un solo uso.

En algunos aspectos, el metotrexato esta formulado para la liberacion sostenida. Se conocen en la técnica
varias formulaciones de liberacién sostenida de metotrexato, entre otras, los implantes biodegradables como
las formulaciones encapsuladas en lipidos, por ejemplo, Depo/Methotrexato, como se describe en Bonetti et
al., Cancer Chemother Pharmacol 33:303-306 (1994) y Chatelut et al., J Pharm Sci. 1994 Mar;83(3):429-32;
formulaciones de liposomas multivesiculares (LMV) del metotrexato (MTX), por ejemplo, como las que se
describen en W02011143484; nano- o microparticulas, por ejemplo, microparticulas de alfa-lactalbimina, por
ejemplo, como se describen en Vijayaragavan et al., Int J Pharm Res 3(1):39-44 (2011) o nanoparticulas de
metotrexato-albimina de suero humano conjugado como se describen en Taheri et al., J Nanomaterials 2011
(dx.doi.org/10.1155/2011/768201); micelas complejas de polion (PIC); polimeros bioadhesivos como la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), la carboximetilcelulosa (CMC) y los derivados del acido poliacrilico (APA),
asi como el acido hialurénico (AH), por ejemplo, Lacrisert (Aton Pharma), que es una insercion ocular de
hidroxipropil celulosa soluble.

Alternativamente o ademas, se puede lograr una liberaciéon sostenida utilizando un dispositivo de liberacion
sostenida como los implantes intravitreos, por ejemplo, como se describe en Palakurthi et al., Current Eye
Research, 35(12):1105-1115 (2010) o similar a Retisert (Bausch & Lomb), Ozurdex (Allergan); o implantes no
biodegradables, por ejemplo, similares a implantes lluvien (Alimera) o Vitrasert (Bausch & Lomb); la plataforma
I-vation (SurModics Inc.). Véase también Lee et al., Pharm Res. 27(10):2043-53 (2010); Haghjou et al., J
Ophthalmic Vis Res. 6(4):317-329 (2011); Kim et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45(8):2722-2731 (2004); y
Velez and Whitcup, Br J Ophthalmol 83:1225-1229 (1999).

Sujetos

Los métodos descritos en el presente documento se pueden utilizar para prevenir (reducir el riesgo de) VRP o
MER en los pacientes, por ejemplo, en los pacientes que requieren una vitrectomia pars plana (VPP), por
ejemplo, para un desprendimiento de retina regmatégeno secundario a un traumatismo; para pacientes que
requieran VPP para vitreorretinopatia proliferativa preexistente de grado C o superior; y/o para pacientes con
desprendimientos de retina que requieran VPP para otras indicaciones asociadas con el estado de alto riesgo
para el desarrollo de la VRP, por ejemplo, desgarros gigantes de la retina (los desgarros gigantes de la retina
se definen como los desgarros que representan 90° o mas de la circunferencia del globo), roturas de retina
superiores a 3 areas de disco, desprendimientos de retina de larga duracién, o desprendimientos asociados a
una hemorragia.

Otros usos del metotrexato sostenido en el ojo, ademas de la VRP, son los siguientes:

Prevencion de las membranas epirretinianas después de la cirugia de desprendimiento de retina (DR)
Aproximadamente el 20-30% de los casos de DR desarrollan MER clinicamente perceptibles. La mitad de ellos
son tan distorsionantes visualmente que los pacientes requeriran cirugia. Ademas, los estudios de autopsias
muestran que cerca del 75-80% de los pacientes con cirugia de DR tienen algin grado de membranas
proliferativas. Esto puede explicar por qué muchos pacientes no logran una vision perfecta en el postoperatorio
después de la cirugia de DR, y sin embargo no tienen ninguna MER que sea muy perceptible para el ojo
humano.

Prevencion de MER que se desarrollan espontdneamente
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Las MER pueden desarrollarse espontaneamente, lo que requiere posteriormente una cirugia. Si un sujeto ha
desarrollado una MER en un ojo, implantar un dispositivo para prevenir las MER en el otro ojo podria prevenir
el desarrollo en ese ojo.

Prevencion de MER secundaria después de la cirugia de MER

Para los pacientes que desarrollan MER, estas se pueden extraer pero algunas reaparecen y requieren una
nueva operacion. Dejar un implante podria prevenir la MER recurrente.

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir identificar y/o seleccionar un sujeto que
necesite tratamiento para prevenir el desarrollo de la VRP o MER como resultado de la afeccién que se ha
mencionado anteriormente (por ejemplo, seleccionar al sujeto en base a a la necesidad de tratamiento como
resultado de una afeccién indicada anteriormente, por ejemplo, un mayor riesgo de desarrollar VRP o MER
como resultado de una afecciéon mencionada anteriormente). En algunas realizaciones, los sujetos tratados con
un método descrito en el presente documento no tienen canceres oculares, por ejemplo, no tienen linfoma
(como linfoma de células B), y/o no tienen uveitis.

La presentacion de la VRP abarca clinicamente un amplio fenotipo. La VRP puede variar desde una leve neblina
celular (Grado A) hasta membranas gruesas y fibrosas que causan el caracteristico embudo rigido de la retina
desprendida (Grado D). Se utilizan varios sistemas de clasificacion, véase, por ejemplo, Ryan, Retina, 5th ed
(Elsevier 2013); Retina Society Terminology Committee. The classification of retinal detachment with
proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmology 1983;90:121-5 (1983); Machemer R, Aaberg TM, Freeman HM,
et al. Am J Ophthalmol 112:159-65 (1991); Lean J, Irvine A, Stern W, et al. Classification of proliferative
vitreoretinopathy used in the silicone study. The Silicone study group. Ophthalmology 1989;96:765 - 771. En
algunas realizaciones los métodos incluyen la identificacion, seleccion y/o tratamiento de un sujeto que tiene
una VRP de bajo grado (por ejemplo, Grado A o Grado 1), o que tiene MER. En algunas realizaciones, los
métodos incluyen la supervision del sujeto para detectar signos tempranos del desarrollo de la VPR o MER, es
decir, la presencia de una "neblina vitrea" que indica una proliferacion celular (que puede llegar a convertirse
en una lamina organizada), y la administracién de una o mas dosis de MTX como se describe en el presente
documento. Aunque puede ser dificil distinguir entre la VPR de grado A temprana y la MER temprana, con el
tiempo la VPR no tratada progresara, las MER produciran una leve traccion en la macula que resultara en
metamorfopsia pero no producira el desprendimiento de la retina, mientras que la VPR no tratada producira el
desprendimiento y eventualmente dara como resultado una retina atréfica en forma de embudo. Los métodos
también se pueden utilizar para tratar a sujetos que no presentan signos de VRP pero que estan en riesgo de
tener VRP o MER.

Métodos para tratar o reducir el riesgo de VPR o MER

Los métodos que aqui se describen incluyen el uso del metotrexato en sujetos que tienen el riesgo de
desarrollar una primera o recurrente VPR o MER, por ejemplo, un sujeto que se somete a una cirugia de DR o
a una cirugia de MER, como se ha descrito anteriormente, y en sujetos que tienen VPR o MER o que tienen el
riesgo de desarrollar VPR o MER. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento
incluyen el uso del metotrexato en sujetos que se han sometido, se estan sometiendo o0 se someteran a una
vitrectomia pars plana (VPP) o a un cerclaje escleral (CE). En algunas realizaciones, los métodos incluyen
realizar una cirugia de VPP, una cirugia de DR, o una cirugia de MER. Los métodos para realizar estas cirugias
son conocidos en la técnica; por ejemplo, tipicamente, la cirugia de VPP se realiza bajo anestesia local o
general utilizando tres puertos de esclerotomia de calibre 23 0 20. Cualquier membrana epirretinal presente se
puede diseccionar, por ejemplo, usando una espatula para membranas y un forceps. También se pueden
realizar tinciones de tejido intraoperatorio, perfluorocarbonos, criopexia, endolaser, cerclaje escleral y
lensectomia, segun sea necesario. Se pueden utilizar agentes de taponamiento estandar, por ejemplo, gas o
aceite de silicona.

Los métodos descritos en el presente documento incluyen el uso de una cantidad efectiva de metotrexato. Una
"cantidad efectiva" es una cantidad suficiente para efectuar resultados beneficiosos o deseados, por ejemplo,
el efecto terapéutico deseado (es decir, una cantidad profilacticamente efectiva que reduce el riesgo de
desarrollar VRP o MER). Una cantidad efectiva puede administrarse en una o mas administraciones,
aplicaciones o dosificaciones. Una cantidad terapéutica efectiva de metotrexato puede ser, por ejemplo, 400
mg/0,1 ml por inyeccion, por ejemplo, con al menos diez inyecciones, administrando una dosis acumulativa de
4.000 mg sobre diez inyecciones; en algunas realizaciones, los métodos incluyen administrar mas de diez
inyecciones, para una dosis acumulativa superior a 4.000 mg. En algunas realizaciones, los métodos incluyen
la aplicacion de menos de diez inyecciones, para una dosis acumulativa inferior a 4.000 ug. Las composiciones
se pueden administrar una o mas veces al mes. El experto en la técnica apreciara que determinados factores
pueden influir en la dosificacion y el tiempo necesarios para tratar eficazmente a un sujeto, incluyendo entre
otros, la gravedad de la enfermedad o la afeccion, los tratamientos anteriores, la salud general y/o la edad del
sujeto y otras enfermedades presentes.
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En algunas realizaciones, las inyecciones intravitreas de metotrexato se administran asépticamente después
de la aplicacion topica de la anestesia y de un agente antiséptico, por ejemplo, un 5% de iodopovidona, en el
saco conjuntival.

En algunas realizaciones, cada sujeto recibe unainyeccion intravitrea de metotrexato, por ejemplo, 400 mcg/0,1
ml de metotrexato, 3,0 a 3,5 mm posterior al limbo, dependiendo del estado de la lente, con una aguja de calibre
30. En algunas realizaciones, los sujetos reciben multiples inyecciones intravitreas de metotrexato durante su
periodo postoperatorio. La primera inyeccion se puede administrar intraoperativamente; posteriormente, las
inyecciones se pueden administrar en las semanas posteriores a la operacién (post-op) 1, 2, 3,4, 5,6, 7,y 8,
y en el mes 3 posterior a la operacién, administrandose 10 inyecciones en total. Véase, por ejemplo, la Figura
1. En algunas realizaciones, los métodos incluyen la administracién del metotrexato en diez dosis, o diez 0 mas
dosis, o menos de diez dosis, durante un periodo de tres meses 0 mas, y las inyecciones no se administrarian
con mayor frecuencia que la semanal. En algunas realizaciones, los métodos incluyen dosis adicionales con
una frecuencia semanal, quincenal o mensual a partir de entonces para uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once o doce meses mas. En algunas realizaciones los métodos incluyen diez dosis a lo largo
de tres meses, como se muestra en la Figura 1, con la opcidn de afiadir una o mas dosis a intervalos mensuales
a partir de entonces durante uno, tres, seis 0 mas meses después.

En algunos aspectos, los sujetos reciben un implante de liberacién sostenida, por ejemplo, como se ha descrito
anteriormente, que liberarda MTX con el tiempo, por ejemplo, a lo largo de una semana, dos semanas, un mes,
dos meses, tres meses, seis meses o un afio. En algunos aspectos, los métodos incluyen la administracion de
implantes posteriores para proporcionar la administracion de MTX durante al menos seis meses, un afio, dos
afios o mas.

EJEMPLOS

La invencidn se describe ademas en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién que se
describe en las reivindicaciones.

Ejemplo 1. Metotrexato sostenido en el ojo postoperatorio relleno de silicona con alto riesgo de
vitreorretinopatia proliferativa

Nuestra hipotesis era que la administracion de multiples inyecciones intravitreas de metotrexato en los ojos con
caracteristicas de alto riesgo para el desarrollo de la vitreorretinopatia proliferativa (VRP) postoperatoria tendra
mejores resultados visuales, mayores indices de reimplantacion anatdmica final, menores indices de
reoperacion y una menor ocurrencia de VRP a los 4 meses posteriores a la operacion.

Hemos realizado un pequefio estudio piloto en 10 pacientes con desprendimiento de retina que tenian factores
clinicos de alto riesgo para desarrollar VRP.

Los pacientes de 18 a 89 afios de edad de ambos sexos eran aptos para este estudio si requerian una
vitrectomia pars plana (VPP) para un desprendimiento de retina regmatdgeno secundario a un traumatismo,
VPP para vitreorretinopatia proliferativa preexistente de grado C o superior, 0 si tenian desprendimientos de
retina que requerian VPP para otras indicaciones asociadas con el estado de alto riesgo para el desarrollo de
la VRP, por ejemplo, desgarros gigantes de la retina (los desgarros gigantes de la retina se definen como los
desgarros que representan 90° o mas de la circunferencia del globo), roturas de retina superiores a 3 areas de
disco, desprendimientos de retina de larga duracién, desprendimientos asociados con hemorragia.

La VPP se realiz6 bajo anestesia local o general utilizando tres puertos de esclerotomia de calibre 23 o 20.
Cualquier membrana epirretinal presente se diseccioné utilizando una espatula para membranas y/o un férceps.
Se realizaron tinciones de tejido intraoperatorio, perfluorocarbonos, criopexia, endolaser, cerclaje escleral y
lensectomia, segun fue necesario. Se utiliz6 gas o aceite de silicona como agente de taponamiento.

Se realizaron visitas rutinarias después de la operacion, que implicaban un examen de fondo de ojo dilatado,
eldial, 7, mes 1, mes 2 y mes 3 postoperatorio. Los pacientes volvieron a la sala de operaciones después de
tres meses para extraer el aceite de silicona y se les examin6 en la clinica 4 meses después de la cirugia
original.

Ademas de recibir la atencién estandar antes descrita, los pacientes recibieron mudltiples inyecciones
intravitreas de metotrexato durante su periodo postoperatorio. La primera inyeccién se administro
intraoperativamente y posteriormente se inyect6 en la semana 1,2,3,4,5,6,7,8 posterior a la operaciéon y en el
mes 3 posterior a la operaciéon, administrandose 10 inyecciones en total. Las inyecciones intravitreas de
metotrexato se administraron asépticamente después de la aplicacion tdpica de la anestesia y un 5% de
iodopovidona, en el saco conjuntival. Cada paciente recibié una inyeccion intravitrea de 400 mcg/0,1ml de
metotrexato, 3,0 a 3,5 mm posterior al limbo, dependiendo del estado de la lente, con una aguja de calibre 30.
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Después de la inyeccién, se realizé un seguimiento de los pacientes para detectar eventos adversos, incluido
un examen funduscépico con dilatacion total.

Demografia y vision preoperatoria

Ocho hombres y dos mujeres se inscribieron en el estudio (Tabla 1). La edad de los pacientes estaba
comprendida entre los 18 y los 63 afios. Dos pacientes (los niumeros 4 y 9) se inscribieron con desprendimiento
de retina traumatico (desprendimiento total de retina, desgarro gigante de retina de 360 grados y retina
confinada en una herida escleral después de una lesion de globo abierto). Los 8 pacientes restantes habian
tenido multiples desprendimientos de retina anteriores (un promedio de 2,5) secundarios a las membranas
proliferativas. Un paciente (MTX08M) tenia una importante comorbilidad retiniana de linea de base con alta
miopia patologica, estafiloma, atrofia, degeneracion lattice y degeneracién en empedrado en el ojo operatorio.
La agudeza visual preoperatoria media era la de poder distinguir los movimientos de las manos a unos 60 cm.

Detalles operativos

En la Tabla 2 se muestran los detalles operativos de cada paciente. El tiempo operativo se registr6 como
sustituto de la complejidad quirargica. Todos los pacientes se sometieron a una vitrectomia, a un extenso
peeling de la membrana, retinectomia relajante, liquido de perfluorocarbono, endolaser y a una inyeccion de
aceite de silicona. Los cuatro sujetos previamente intervenidos quirirgicamente tenian cerclajes que todavia
proporcionaban una indentacion adecuada del globo ocular y, por lo tanto, se dejaron en su lugar.

Resultados visuales y anatémicos

A pesar de que el prondstico visual y anatomico de todos los sujetos inscritos en el estudio fue extremadamente
deficiente, ningun sujeto desarrollé VRP mientras recibia metotrexato durante el protocolo de tratamiento de
tres meses. Es interesante destacar que uno de los pacientes con traumatismo (el nimero 4) experimenté VRP
masiva dos semanas después de completar el protocolo de inyeccién (a los 3 meses y medio después de la
operacion), pero el examen semanal durante el estudio no mostré evidencia de proliferacién de células; esto
es extremadamente inusual y puede explicarse por la presencia de metotrexato durante tres meses y su
posterior ausencia. Fue necesario volver a operar a este paciente. Otros dos sujetos desarrollaron una
reacumulacién de liquido bajo la retina que requirié una nueva operacién, pero no se apreciaron membranas.

Seguridad y eventos adversos

Los acontecimientos adversos observados se indican en la Tabla 3. Todos los sujetos experimentaron un grado
de hiperemia conjuntiva, consistente con el uso de aceite de silicona. Se observo una queratopatia punteada
superficial (QPS) en un paciente asintomatico en un solo examen clinico. El examen una semana después
mostré una superficie de la cornea normal y no se observaron mas secuelas. La duracion del seguimiento de
nuestros 10 pacientes estuvo comprendida entre los 4 y los 39 meses, con una media de seguimiento de 25
meses. Incluso después de meses a afios de datos de seguimiento, no se observaron acontecimientos
adversos significativos. La agudeza visual y la presion intraocular en la Ultima visita de seguimiento fue similar
en todos los pacientes a la agudeza visual y la presién observadas en el cuarto mes postoperatorio, al final del
periodo de estudio, lo que sugiere una buena seguridad a largo plazo.

Ademas, en el mismo paciente que experimenté QPS, se documentd una elevada presion intraocular (44 mm
Hg por tonometria de Goldmann) en un solo examen. Segun el informe del paciente, habia estado usando
Flonase (fluticasona nasal) "muchas veces al dia" y administrandose Pred Forte en gotas cuatro veces al dia,
aunque le habian indicado que se administrara Pred Forte tres veces al dia. Su presion se normalizé en la sala
de exploracion con terapia tdpica. La inyeccion intravitrea se administré segun lo previsto, y fue dado de alta
de la clinica con presion normal. Se le dio una receta de Alphagan y Xalatan con el plan de realizar el
seguimiento con el servicio de Glaucoma. No se observaron mas presiones elevadas durante el transcurso del
estudio o en el seguimiento, lo que sugiere que su presion elevada transitoria se debié muy probablemente al
uso excesivo de esteroides, como se sospechaba. El paciente MTX08M terminé el estudio una vision de no
percepcion de la luz (NLP). Tenia antecedentes en el ojo operativo de miopia patoldgica, estafiloma, atrofia,
degeneracion lattice y degeneracion en empedrado. Un mes después de su cirugia (su tercera cirugia
intravitrea en ese 0jo y la fecha de la cirugia de estudio), se observé palidez en el disco. Las imagenes
tomograficas de coherencia Optica de esa retina antes y después habian observado laminas desorganizadas,
secundarias a su enfermedad retiniana subyacente. Se observé que su visibn en ese momento era de
percepcioén de la luz (LP). Continu6 recibiendo la inyeccién con una mejora limitada de su vision y observé que
era de NLP en la dltima visita.

Ademas de los excelentes resultados anatomicos observados, con practicamente ningin desarrollo de VRP

durante el protocolo de estudio, el protocolo se asocié con excelentes resultados visuales. La agudeza visual
postoperatoria media fue de 20/200. Esto es notable porque, aunque otro grupo ha utilizado el metotrexato en
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los ojos con una amplia variedad de afecciones, incluida la VRP, nadie ha demostrado anteriormente una
mejora en los resultados. Hardwig et al. inyectaron metotrexato por via intravitrea en dosis variables en 5
pacientes, sin embargo, solo la vision de un paciente mejord y no hubo cambios en la agudeza visual del grupo
(Hardwig et al., Retina 28:1082-1086 (2008)). Ademas, en este estudio no se intenté validar la eficacia.
También, en 2006 Hardwig et al. inyectaron una dosis de metotrexato en la camara anterior de un paciente con
VRP, pero no en el espacio intravitreo como se describe en el presente documento (Hardwig et al., Am J
Ophthalmol 2006;142:883-885 (2006)).

Los resultados actuales son muy alentadores y es poco probable que se atribuyan a la casualidad. Los
pacientes que recibieron 10 inyecciones intravitreas de metotrexato evolucionaron extraordinariamente bien
dada la gravedad de su estado, ya que seleccionamos intencionadamente a los pacientes que tenian el mayor
riesgo de sufrir VRP.

Ejemplo 2. El metotrexato sostenido inhibe el crecimiento de la vitreorretinopatia proliferativa in vitro.

Nuestra hipotesis era que el metotrexato inhibiria las células de vitreorretinopatia proliferativa humana (VRP)
en el cultivo. La membranectomia de VRP se realiz6 en pacientes sometidos a cirugia de reparacion de
desprendimiento de retina secundaria a VRP. Utilizando técnicas de separacién celular, los constituyentes
celulares de las membranas de VRP se separaron de las membranas de la matriz extracelular. Se colocaron
30.000 células por pocillo en una placa estandar de 12 pocillos. Los 12 pocillos recibieron un medio de
crecimiento de células endoteliales con factores de crecimiento suplementarios. Se designaron cuatro brazos
gue se componian de tres pocillos cada uno. El primer brazo sirvi6 como un control que recibi6é el medio de
crecimiento estandar pero ninguna otra intervencion. Los pocillos restantes se designaron como brazos de
tratamiento. El segundo brazo de tres pocillos sirvié como el primer brazo de tratamiento y expuso las células
a 400 microgramos de metotrexato. El tercer y cuarto brazo de tres pocillos expusieron cada uno las células
cultivadas a 200 y 100 microgramos, respectivamente, de metotrexato.

A las 72 horas se observo un crecimiento similar de células de VRP con una morfologia epitelial tipica y
confluencia limitada (Figura 2a). Una semana después de la siembra (Figura 2b) las células de control de la
VRP presentaron una lamina celular confluente, mientras que las células expuestas al metotrexato en todas
las concentraciones presentaron inhibicion del crecimiento, falta de confluencia y tenian un aspecto menos
epitelial. A las dos semanas (Figura 2C), la inhibicién de la confluencia celular continu6é mientras que las placas
de control siguieron proliferando.
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Otras realizaciones
Debe entenderse que si bien la invencién ha sido descrita conjuntamente con la descripcion detallada de la
misma, la descripcion anterior tiene como objetivo ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define

por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del
alcance de las siguientes reivindicaciones.

13



10

15

20

25

30

35

ES 2 835499 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicién para el uso en el tratamiento o reduccion del riesgo de vitreorretinopatia proliferativa (VRP)
o de membranas epirretinales (MER) en un sujeto, en la que la composicidn comprende metotrexato y el
metotrexato se administra mediante una pluralidad de inyecciones intravitreas durante un periodo de al menos
uno, dos, tres 0 mas meses, administradas con una frecuencia no superior a la semanal.

2. La composicion para el uso de la reivindicacién 1, que comprende la administracion de diez o mas
inyecciones intravitreas de metotrexato.

3. La composicidn para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que cada inyeccion proporciona
una dosis de 400 mcg en 0,1 ml de metotrexato.

4. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el metotrexato se administra
posteriormente al limbo.

5. La composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el sujeto se somete a un
procedimiento quirdrgico ocular que aumenta el riesgo de que desarrolle una MER o VRP, opcionalmente en
la que el procedimiento quirdrgico ocular es una vitrectomia pars plana (VPP), una cirugia de desprendimiento
de retina (DR), una cirugia de MER, una cirugia del cerclaje escleral o un procedimiento en el otro ojo.

6. La composicion para el uso de la reivindicaciéon 5, en la que el sujeto requiere un VPP para tratar un
desprendimiento de retina regmatégeno secundario a traumatismo; vitreorretinopatia proliferativa preexistente;
o0 para otras indicaciones asociadas con una condicién de alto riesgo para el desarrollo de VRP y opcionalmente
seleccionado del grupo que consiste en un desgarro gigante de la retina, una rotura de retina superior a 3 areas
de disco, desprendimiento de retina de larga duracién, o desprendimiento asociado con hemorragia.

7. La composicion para el uso de la reivindicacién 5, en la que:

se administra una primera inyeccion al final del procedimiento quirdrgico;

se administran ocho inyecciones semanales hasta el segundo mes postoperatorio; y
se administra una décima inyeccion en el tercer mes postoperatorio.

8. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende la administracion de
nueve inyecciones semanales consecutivas, y una décima inyeccion tres meses después de la primera
inyeccion, y opcionalmente la administracién de inyecciones adicionales después de la décima inyeccion.

9. La composicidn para el uso de la reivindicacion 8, que comprende la administracion de una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho o nueve inyecciones adicionales después de la décima inyeccion.
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Dia de la operacion 0:
Tratamiento experimental
Inyecciéon n°. 1:
Intraoperativamente Metotrexato

v

Semana 1 posterior a la
operacion:
Inyeccién n°. 2:

v

Post-operacion Semana 2:
Inyeccion n°. 3:
Metotrexato 400 mcg/0,1 mi

v

Post-operacién Semana 3:
Inyeccién n°. 4.
Metotrexato 400 mcg/0,1 ml

v

Post-operacion Semana 4:
Inyeccion n°. 5:
Metotrexato 400 mcg/0,1 ml

v

Post-operacién Semana 5:
Inyeccién n°. 6:
Metotrexato 400 mcg/0,1 ml

v

Post-operacion Semana 6:
Inyeccion n°. 7:
Metotrexato 400 mcg/0,1 mi

v

Post-operacién Semana 7:
Inyeccién n°. 8:
Metotrexato 400 mcg/0,1 ml

v

Post-operacion Mes 2:
Inyeccion n°. 9:
Metotrexato 400 mcg/0,1ml

v

Post-operacion Mes 3:
Inyeccion n®. 10:
Metotrexato 400 mcg/0,1 ml
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