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DE LAADMINISTRACION PERIOCULAR EN CONEJOS
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RESUMEN

Objetivo: Estudiar los niveles de topotecan total y lactona
en el vitreo luego de la administracién periocular en un mo-
delo animal. Material y métodos. Se administro 1 mg de to-
potecan periocular en ambos ojos a 9 conejos sin retino-
blastoma y se midieron niveles en el vitreo a las 0.25, 0.5,
1, 2, 4 y 24 horas. Se midieron niveles plasmaticos en 2
animales a las 2 horas. Se midi6 topotecan total y lactona
por HPLC. Todos los animales fueron enucleados al com-
pletar el experimento y los ojos fueron examinados pato-
I6gicamente para evaluar toxicidad. Resultados: Tanto el
topotecan total como la lactona alcanzaron altos niveles
en el vitreo, mostrando un pico a los 30 minutos de la ad-
ministracion periocular. Los niveles medios en el pico fue-
ron de 158 ng/ml para el topotecan total y 122 ng/ml para
el topotecan lactona decayendo con una vida media de
2.44 hs y 2.8 hs para el topotecan total y lactona respec-
tivamente. Se encontraron bajos niveles plasmaticos en los
2 animales estudiados a las 2 hs de la administracion de to-
potecan periocular (32.0 ng/ml). No se evidencio toxicidad
significativa. Conclusiones: En este estudio preliminar, el
topotecan mostro lograr penetrar al vitreo luego de la ad-
ministracion periocular a concentraciones potencialmente
tumoricidas. Nuestro grupo proseguira con estudios mas
detallados para evaluar su comportamiento farmacocinéti-
co con el fin de utilizarlo potencialmente en paciente con
retinoblastoma.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate topotecan levels in the vitreous after
periocular administration. Material and methods: Nine non
tumor-bearing rabbits were given 1mg of periocular topo-
tecan to each eye and vitreous levels were obtained at 0.25,
0.5, 1, 2, 4 and 24 hours. Plasma levels were obtained at 2
hours in two animals. Total and lactone topotecan were
measured by HPLC. All animals were enucleated at the com-
pletion of the experiments and eyes were pathologically as-
sessed for toxicity.Results: Total and lactone topotecan rea-
ched high concentrations in the vitreous and peaked at 30
minutes after periocular administration (mean 158 ng/ml
and 122 ng/ml respectively) declining thereafter with at 1/2
of 2.44 hs and 2.8 hs for the total and lactone forms res-
pectively. Low total topotecan levels were found in plasma
2 hours after subconjuntival administration (32.0 ng/ml). No
serious toxicity occurred. Conclusions: Topotecan achie-
ves high levels of the lactone form in the vitreous after pe-
riocular administration. Its potential use in retinoblastoma
will be further studied.

Key words: retinoblastoma, topotecan, vitreous, periocu-
lar administration.
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INTRODUCCION

La quimioterapia sistémica se administra a
pacientes con retinoblastoma con el objetivo de
reducir el volumen tumoral con el fin de evitar
ya sea la enucleacidn o la radioterapia externa.
Las siembras en el humor vitreo son un factor li-
mitante del éxito de este tratamiento ya que cuan-
do el tumor lo invade, la mayoria de los ojos son
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finalmente enucleados®*. El vitreo carece de vas-
culatrura, por lo que la penetracién de las dro-
gas quimioterapicas es escasa cuando se las ad-
ministra por via endovenosa, inclusive algunas
como el etopésido ni siquiera es detectada en el
vitreo®. Una estrategia para mejorar la llegada de
la quimioterapia al vitreo es el uso de la via pe-
riocular o intravitrea. Esta ultima es poco reco-
mendada en el retinoblastoma debido a que pue-
de causar diseminacién del tumor en la orbita. La
via periocular es, aunque menos eficiente, la mas
recomendada para poder evitar este riesgo. De
este modo, esta estrategia propuesta por el gru-
po del Dr Abramson en Nueva York es la mas
utilizada, siendo el carboplatino la Gnica droga
probada hasta ahora extensamente®. Por tal ra-
zo6n, en vista de la escasa cantidad de drogas
utilizadas por esta via, es necesario identificar
nuevas alternativas terapéuticas con distinto me-
canismo de accién para la administracion perio-
cular®’.

El topotecan es una alternativa atractiva pa-
ra su uso periocular. Ha sido relativamente bien
estudiado en un gran variedad de malignidades
pediatricas y se han descripto su uso mediante
vias de administracion alternativas como ser in-
tratecal o intraperitoneal®®, habiéndose probado
en el retinoblastoma inclusive por nuestro grupo.
El topotecan no se caracteriza por tener toxici-
dad significativa ocular o en el sistema nervioso
teniendo actividad sinérgica con el carboplati-
no'**2, Estudios recientes en modelos animales
demostraron que la combinacién topotecan-car-
boplatino es la mas activa de todas las proba-
das®. Sin embargo, es imposible asociar ambas
drogas por via endovenosa, debido a su toxici-
dad, fundamentalmente hematolégica. La acti-
vidad antitumoral del topotecan es dependiente
de la dosis y del esquema de administraciéon y su
farmacocinética depende de multiples factores
como se el pH, la unién a proteinas plasmaticas,
pudiendo todos ellos alterar la relacién carboxi-
lato/lactona. Por consiguiente, en vista de estas
particularidades de la droga, es esencial su es-
tudio farmacocinético para evaluar estos hechos.
Existen escasas publicaciones acerca del topo-
tecan periocular, por lo que este hecho nos mo-
tivo a realizar este estudio con el fin determinar
si el topotecan alcanza niveles adecuados en el
vitreo luego de su administracion periocular.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Estudiamos 9 conejos de Nueva Zelanda pe-
sando 2 a 2,5 Kg para los experimentos. Todos
los animales permanecieron anestesiados duran-
te el procedimiento recibiendo ketamina (35
mg/kg) y xylazina (3.5 mg/kg) junto con Lidocai-
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na tépica para la administracion periocular y la
toma de muestra. Luego de completado el expe-
rimento, todos los animales fueron sacrificados
utilizando dosis letales de pentobarbital y am-
bos ojos fueron enucleados previo al sacrificio del
animal. Los animales fueron manejados de acuer-
do a las normas de la Association for Research
in Vision and Ophthalmology para el manejo de
animales para investigacion oftalmologica

Administracion de la quimioterapia

Se utilizo topotecan comercialmente disponi-
ble (Hycamtin®). La droga se diluyo en PBS a una
concentracion final de 1 mg/ml y fue administra-
da en forma inmediata en forma periocular en el
cuadrante inferior del ojo.

Estrategia de muestreo

El vitreo se punzo en forma transconjuntival
utilizando una aguja 16-18 G y una jeringa de tu-
berculina. Se han procurado muestras del vitreo
luego de la administraciéon de topotecan perio-
cular en ambos ojos a las 0.25, 0.5, 1, 2,4y 24
horas. Se decidi6 administrar la droga a ambos
ojos teniendo en cuenta que ese era un escena-
rio posible en la situacion clinica en la que pa-
cientes con retinoblastoma bilateral avanzado
requirieran tratamiento. Se obtuvieron niveles
plasmaticos a las 2 horas en 2 animales. Las
muestras fueron congeladas inmediatamente a
—-20 C hasta las mediciones de la droga por
HPLC.

Mediciones de Topotecan

Las muestras de vitreo fueron disueltas pre-
viamente con PBS (pH: 7.4) y luego analizadas
para topotecan total y lactona utilizando un mé-
todo previamente descripto de cromatografia li-
quida de alta performance (HPLC)". La separa-
cion se realizo en una columna Phenomenex Lu-
na C18 (150 mm x 4.6 mm 1.D., 3 um tamafio de
particula), precedida de una columna Phenome-
nex SecurityGuard (3 mm x 10 mm |.D. packed
with C18). El topotecan fue detectado con un
fluorometro. La longitud de onda de excitacion
se establecié en 362 nm y la de emisién en 502
nm. El flujo fue 1ml/min. La fase movil consisti6
en un buffer de TEAA (2% buffer de acetato de
trietilamina pH=5.5): acetonitrilo (90:10).

Evaluacion de toxicidad

Los ojos enucleados fueron inmediatamente
fijados en formol al 10% y luego fueron evalua-
dos para detector evidencias de toxicidad cor-
neal, retinal, del nervio 6ptico y de esclera. Dos
patélogos revisaron las laminillas a ciegas (MTGD
y OC) Se realizo fundoscopia en todos los ani-
males enucleados mas allad de las 24 horas de
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haber recibido el topotecan por una experimen-
tada oftalmopediatra (AF).

RESULTADOS
Niveles vitreos

Los niveles medidos en el vitreo, mostraron un
pico a los 30 minutos luego de la administracién
periocular y declinaron posteriormente con una
vida media (t 1/2) de 2.44 horas y 2.8 horas pa-
ra las formas totales y lactona de topotecan res-
pectivamente (Tabla 1 y Figura 1). Las concen-
traciones medias de topotecan y lactona a los
30 minutos fueron 158 ng/ml y 122 ng/ml res-
pectivamente (Figura 1). No se encontraron evi-
dencias de topotecan a las 24 horas y a la se-
mana. Tanto la lactona y el topotecan total mos-
traron un pico al mismo tiempo pero la propor-
cion relativa de lactona tendié a reducirse con el
tiempo (Figura 1).

Niveles plasmaticos

Se encontraron bajos niveles de topotecan a
las 2 horas en un animal luego de la administra-
cién de 1 mg de topotecan a cada ojo (32 ng/ml
de topotecan total) y en el animal restante no se
logro detectar.
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Figura 1: Concentraciones medias de topotecan (total and
lactone) en el vitreo luego de la administracion periocular
de 1 mg.

Toxicidad

Todos los animales presentaron edema perior-
bitario leve luego de la administracién de topote-
can periocular, aunque resolvié en pocas horas sin
tratamiento especifico. No se evidencio toxicidad
en el fondo de ojo en ningun animal. No hubo evi-
dencia de toxicidad en el estudio histopatolégico.

TABLA 1: CONCENTRACIONESVITREASDEL TOPOTECAN TOTAL (Y LACTONA) LUEGO DE LA ADMINISTRACION
PERIOCULAR DE 1 MG A AMBOS OJOS. (OD=0JO DERECHO, OS 0JO IZQUIERDO, ND: NO DETECTABLE, NA: NO

MEDIDO).
Congjo Primera Nivel 2a muestra Nivel (ng/ml) 3a muestra Nivel (ng/ml)
muestra (ng/ml)
1 0.25 hs OD: 39.5 (10.1)
0S: 49.2 (19.8)
2 0.5 hs OD: 146.9 1h OD: 148.4 2 hs OD: 180.7
(94.7) (86.8) 0S: NA
OS: 148.4 0S: 141.5)
(86.9) (80.9
3 0.5 hs OD: 162.4 2 hs OD: 146.9
(154.7) (124.6)
0OS: 173.8 OS: NA
(149.8)
4 1h OD: 61.34
(13.3)
0OS: 47.5
(4.5)
5 2 hs OD: 34.3 4 hs OD: 55.7
(19.2) (24.7)
0OS: 40.3 0OS: 33.0
(13.5) (NA)
6 4 hs OD: 13 (5)
Ol: 32.5 (5.2)
7 24 hs OD: ND
OS: ND
8 1 semana OD: ND
OS: ND
9 1 semana OD: ND
OS: ND
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DISCUSION

La administracién local de quimioterapia ha re-
cibido una creciente atencién en la literatura ya
que se la reconoce como una forma eficaz de
lograr altos niveles de quimioterapia en el seg-
mento posterior del ojo, a la vez que los efectos
sistémicos son poco importantes. Este hecho es
de especial importancia en el retinoblastoma ya
que estos nifios presentan una predisposicién
especial a desarrollar segundas neoplasias.

En nuestro estudio, encontramos que el to-
potecan logra altos niveles en el vitreo luego de
la administracion de 1 mg por la via periocular a
ambos ojos. La eleccién del topotecan para es-
ta investigacion, se baso en experiencias pre-
vias de nuestro grupo asi como en las caracte-
risticas favorables de esta droga, como ser su es-
casa toxicidad y sus caracteristicas farmacoci-
néticas®. En nuestro estudio, se encontraron al-
tos niveles de la droga en el vitreo luego de la ad-
ministracién periocular, tal como se conoce pa-
ra el carboplatino, la droga de mayor uso en es-
te tumor. Sin embargo, en nuestro estudio, se
administro la droga a ambos ojos simultanea-
mente y los niveles plasmaticos no han sido es-
tudiado en detalle ya que el objetivo primario del
estudio fue determinar si la droga lograba nive-
les potencialmente Utiles en el vitreo. Existe la po-
sibilidad de que la droga se absorba por via sis-
témica luego de la administracién periocular. Pa-
ra descartar esta eventualidad, una vez determi-
nado el pasaje al vitreo por medio de este estu-
dio, nuestro grupo decidié hacer una investiga-
cion mas detallada de la cinética de la droga lue-
go de la administracién periocular. De ser la cir-
culacién sistémica la via preferente de absor-
cion, el hecho de haber administrado la droga a
ambos ojos, seria capaz de aumentar artificial-
mente las concentraciones de topotecan en el
vitreo, ya que la dosis real seria de 2 mg. En
nuestro préximo estudio, con el fin de evitar es-
ta eventualidad, se administrara la droga a un
solo ojo. Otro dato importante de este estudio,
es que la forma lactona del topotecan muestra
una alta proporcién en el vitreo, hecho no repor-
tado hasta el momento. Es posible que el vitreo
sea un ambiente favorable para la forma lacto-
na, en particular debido a su bajo contenido pro-
teico, a pesar de que el pH del vitreo es similar
al plasmatico, el cual favorece a la forma carbo-
xilada. Sin embargo, el vitreo del conejo puede
mostrar particularidades especiales no presen-
tes en el humano que alteren esta relacién. Por
razones obvias, no es posible obtener niveles en
el vitreo en humanos. Ademas, la permeabilidad
de la esclera puede ser distinta en ambas espe-
cies al tiempo que los ojos de pacientes con re-
tinoblastoma pueden mostrar mayor permeabili-
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dad ocular que aquellos sin tumor. Este hecho fue
demostrado con el carboplatino, ya que los ni-
veles que se obtienen en humanos luego de la ad-
ministracién endovenosa a pacientes que reque-
rian enucleacién y quimioterapia al ojo contrala-
teral, demostraron mayores niveles que los que
los estudios en animales habia previsto. El estu-
dio en modelos murinos con retinoblastoma se-
ria otra alternativa, aunque la administracién pe-
riocular en estos animales tiene amplias limita-
ciones que impiden una reproducibilidad total de
los resultados. Especificamente, las mutaciones
que ocurren en el retinoblastoma murino, no ne-
cesariamente se correlacionan con las que ocu-
rren en humanos y eso puede influir en su sen-
sibilidad al tratamiento. Las punciones repetiti-
vas también pueden influir en los niveles que se
detectan en el humor vitreo, ya que la disrup-
cién anatémica que causan pueden alterar la ba-
rrera hemato-ocular®®. Para un estudio farmaco-
cinético completo, se requeririan alrededor de
100 muestras, lo cual es dificilmente justificable
en estos estudios descriptivos'®. Por esa razoén,
la mayoria de los estudios de farmacologia ocu-
lar de las drogas quimioterapicas en animales
cuentan con un numero limitado de animales,
debiendo incluir un numero mayor cuando se
realizan estudios comparativos®**??, El uso de
técnicas de microdialisis se ha propuesto para so-
lucionar este problema ya que con ella, es posi-
ble tomar multiples muestras de un mismo ani-
mal sin dafiar la anatomia en forma significativa®®.
Sin embargo, esta tecnica aun no se ha utiliza-
do en modelos de aplicaciéon de quimioterapia
periocular. En el caso particular del topotecan,
deberia considerarse ademas la posibilidad de
conversién ex vivo de la droga a la forma carbo-
xilada inactiva, lo cual daria datos sobre el topo-
tecan total y no sobre la fraccion de lactona®.

Para concluir, este estudio demuestra que:

- El topotecan penetra adecuadamente al humor
vitreo luego de la administracion periocular, lo-
grando altos niveles de su forma activa (lac-
tona) en nuestro modelo experimental.

- No se evidencio toxicidad clinica ni histopa-
tolégica.

Dados estos resultados preliminares alentado-
res, nuestro grupo esta llevando a cabo estudios
mas detallados para obtener un perfil farmaco-
cinético mas preciso y evaluar los mecanismos
de absorcién periocular de la droga.
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