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1. GENERALIDADES

1.1.  Anatomiay fisiologia ocular del perro

El ojo es la estructura encargada de concentrar la luz y enfocarla sobre los fotorreceptores,
que la convierten en impulsos eléctricos hacia la corteza visual en donde tiene lugar la
sensacion de la vision (Figura 1 y 2). La sensacion de vision se puede dividir en la capacidad
para detectar la luz y movimiento, perspectiva visual, campo visual, profundidad de
percepcion, agudeza visual y percepcion de color y forma (Slatter, 2004). La estructura de
los ojos en los vertebrados varia debido a cambios ecoldgicos principalmente, influyen la
ausencia, presencia o variacion de factores como la intensidad de la luz, lo que permite

clasificarlos en diurnos, nocturnos y arritmicos o en presas y depredadores (K. Gelatt, 2007).
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Figura 1 Vista frontal del ojo canino (Slatter, 2004).
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Figura 2 Estructuras internas del ojo canino (Slatter, 2004).

1.1.1 Sistema Nasolagrimal

El sistema nasolagrimal (Figura 3) estd integrado por un componente secretor (Pelicula
Lagrimal Precorneana PLP) y un componente excretor (Sistema de drenaje nasolagrimal) (S.
M. Turner, 2010). La PLP se conforma de la siguiente manera (K. Gelatt, 2007; Giuliano &

Moore, 2007):

1) La capa mas externa, delgada y oleosa es proporcionada por las glandulas sebaceas
de Zies y las glandulas de Meibomio o tarsales.

2) La segunda capa es una capa de fluido acuoso de lagrimas que es secretado por las
glandulas lagrimales (61%), las glandulas accesorias de Kraus y Wolfring (3%) y las

glandulas presentes en los parpados (35%).



3) La tercera capa es la de mucina producida por las células caliciformes, ademas
contiene inmunoglobulinas, urea, sales, glucosa, leucocitos, enzimas y desechos

celulares.

El sistema de drenaje se compone de los puntos nasolagrimales, los canaliculos y el conducto

nasolagrimal (S. M. Turner, 2010).

Puntos lagrimales

Glandula lagrimal
\<

7 S Conductos lagrimales
Canaliculos =

Glandulas tarsales
Glandula de la membrana nictitante

Conducto nasolagrimal

Punto nasal

Figura 3 Sistema Nasolagrimal (Aroch, Holmberg, Sutton, & Wilcock, 2008).

1.1.2 Inmunidad Ocular

El sistema inmune mucosal defiende la superficie ocular del ataque antigénico. Esta funcion
inmunologica estd mediada principalmente a través de los anticuerpos de la IgA secretora (S-
IgA), que se sabe, inhiben la adhesion e internalizacion viral y previenen la adherencia,
colonizacién y actividad bacteriana; ademas interfieren en la infestacion parasitaria y reducen
el dafio relacionado con los antigenos en los sitios mucosales. Por lo tanto, el sistema inmune
de la mucosa ocular existe para proteger al ojo de enfermedades alérgicas, inflamatorias e
infecciosas, promoviendo asi la integridad de la conjuntiva y la cornea con la finalidad de

preservar la agudeza visual (O’Sullivan, Montgomery, & Sullivan, 2005). La inmunidad



ocular es altamente especializada por lo que existe una respuesta inmune regional que
obedece a mecanismos del 0jo para mantener la homeostasis y minimizar el potencial dafio
por la inflamacién inmunogénica. Se ha considerado como una region inmunoprivilegiada

ya que es definida por K. Gelatt (2007):

a) Inmunomodulacién activa y pasiva en el microambiente.
b) Habilidad de alterar la funcion de las células del sistema inmunologico.

c) Tolerancia inmunologica ante trasplantes de tejido.

1.2 Inflamacion Ocular

La inflamacion ocular es el resultado de diversas agresiones incluyendo traumas accidentales
o quirurgicos, la exposicidbn a sustancias toxicas, agentes infecciosos, estimulacion
inmunolégica no-infecciosa y diversos agentes fisicos, ademas de la neoplasia (Grahn,
Peiffer, Cullen, & Haines, 2006). En cualquier tejido, la muerte celular dispara una reaccion
inflamatoria orientada a la remocion del tejido muerto. Existen diversos mecanismos
mediante los cuales el dafo celular promueve la inflamacion: liberacion de sustancias
quimicas (principalmente prostaglandinas) que operan como mediadores inflamatorios
directos, liberacion de mediadores inflamatorios (células cebadas) y activacion de
mediadores lentos dentro del plasma. La reaccion inflamatoria es un mecanismo fisiologico
beneficioso limitado inicamente al area inmediata de la lesion, por tal motivo, la inflamacién
deberia exhibir un destacado grado de moderacion y especificidad de manera que no exista

daio en los tejidos aledanos ni afectacion global a la salud del animal (Slatter, 2004).



1.2.1 Blefaritis

La blefaritis, o inflamacién palpebral, se observa con relativa frecuencia en la practica
general (S. M. Turner, 2010). Esta inflamacion puede restringirse a un ojo o a ambos y puede
afectar cierta superficie del parpado o todo. En la blefaritis, la inflamacion puede ser focal o
difusa y en caso de ser cronica puede conducir a la distorsion de los parpados resultando en
entropidn o ectroprion como consecuencia de la formacion de cicatrices y de enfermedades

secundarias de la cornea y conjuntiva (Stades & Gelatt, 2007).

1.2.1.1 Blefaritis inmunomediada

Distintos procesos autoinmunes e inmunomediados pueden afectar los parpados caninos, un
ejemplo de ello es el pénfigo, cuyas lesiones observadas son el resultado de la produccion de
autoanticuerpos contra la matriz intracelular de la epidermis, estos autoanticuerpos causan la
separacion de las capas de células epiteliales cornificadas. El tratamiento para esta
enfermedad requiere una terapia sistémica y topica a largo plazo con corticoesteroides
topicos e inmunosupresion adicional con el uso de farmacos como ciclofosfamida o
azatioprina. Las razas mas afectadas frecuentemente incluyen: Pastor Aleman (Figura 4),

Dachshund de pelo largo y Poodle toy y miniatura (Stades & Gelatt, 2007).

Figura 4 Blefaritis inmunomediada en un Pastor Aleméan adulto (Stades & Gelatt, 2007).
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1.2.2 Conjuntivitis

La conjuntivitis o inflamacion de la conjuntiva, es la enfermedad ocular diagnosticada con
mayor frecuencia en la practica general. Las tres reacciones conjuntivales mas frecuentes son

la hiperemia, la quemosis y la secrecion ocular (S. M. Turner, 2010).

1.2.2.1 Conjuntivitis Aguda Canina

La conjuntivitis aguda es muy frecuente en los perros y normalmente se presenta como un
ojo rojo inflamado repentinamente, con secrecion leve, dicha secrecion inicialmente es
serosa, pero puede volverse mucopurulenta en 1-2 dias (S. M. Turner, 2010). La conjuntivitis
alérgica se observa con frecuencia en perros y es a menudo un componente de la dermatitis
atopica (Figura 5). La atopia es clasificada como una reaccion de hipersensibilidad tipo 1, los
alérgenos mas comunes son polen, polvo y toxinas bacterianas. La conjuntiva usualmente se
observa hiperémica y quimidtica, y el perro manifiesta episodios pruriginosos y puede
frotarse los ojos (Hendrix, 2007). El Golden Retriever y el Labrador Retriever son

especialmente propensos a sufrir cuadros de atopia (S. M. Turner, 2010).

Figura 5 Conjuntivitis alérgica en un Jack Rusell Terrier de 4 afios de edad (S. M. Turner, 2010).



1.2.2.2 Conjuntivitis Purulenta Croénica

También llamada dacriocistitis, la conjuntivitis purulenta cronica consiste en la inflamacion
del saco lagrimal y del conducto nasolagrimal. Los animales afectados presentan secrecion
ocular de tipo mucopurulenta (Figura 6). En otras ocasiones el signo de presentacion inicial
es el enrojecimiento ocular unilateral debido a una conjuntivitis con hiperemia conjuntival y

secrecion en grado variable (S. M. Turner, 2010).

Figura 6 Golden Retriever de 5 afios de edad con secrecion mucopurulenta en el canto
medial (S. M. Turner, 2010)

1.2.3 Queratitis

La queratitis es la inflamacion de la cornea y el término puede aplicarse a la inflamacion en
todas las capas o de un estrato especifico (Figura 7) (Slatter, 2004). Las enfermedades de la
cornea son frecuentes en la practica general, pueden dividirse de manera general en aquellas
que cursan con ulceracion corneal y en queratopatias no ulcerativas (Tablal) (S. M. Turner,

2010).



Tabla 1 Clasificacion de las queratopatias.

Ulcerativas

No ulcerativas

Ulcera corneal superficial
Erosion epitelial recidivante
Ulcera estromal intermedia
Ulcera corneal profunda
Descemetocele

Ulcera corneal necrosante
Ulcera corneal perforada
Cuerpo extrafio corneal

Secuestro corneal

Queratitis superficial cronica (pannus)
Queratitis intersticial

Queratitis pigmentaria

Queratoconjuntivitis proliferativa (eosinofila)
Queratoconjuntivitis seca
Distrofia/Degeneracion endotelial corneal
Dermoide

Lipidosis corneal

Queratopatia lipidica

Neoplasia corneal
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Figura 7 A) Corte transversal de la cornea normal (S. M. Turner, 2010) B) Cérnea normal
canina. No queratinizada, no pigmentada. D, Membrana de Descement; E, Epitelio corneal;
EN, endotelio corneal; S, estroma corneal (Maggs, Miller, & Ofri, 2013).



1.2.3.1 Queratitis pigmentaria superficial

La queratitis pigmentaria suele desarrollarse como una enfermedad secundaria a la irritacion
corneal cronica en el perro (Figura 8) (Gilger, 2007). La produccion de pigmento ocurre en
el epitelio y subepitelio corneal, la pigmentacion es frecuentemente asociada con queratitis
crénica y, en algunos casos, con la vascularizacion de la cornea (K. Gelatt, 2007), dicha
pigmentacion suele avanzar hasta ocluir la cornea central e interferir con la vision (Slatter,
2004). Las causas mas comunes incluyen la irritacion crénica por distiquiasis, distriquiasis y

triquiasis, y entre otras causas se incluyen anormalidades en los parpados (Gliger, 2007).

Dentro de la predisposicion racial se encuentran las razas braquicefalicas como: Lhasa Apso,

Pekinés, Pug y Boston Terrier (Slatter, 2004; S. M. Turner, 2010).

Figura 8 Queratitis pigmentaria bilateral en un Pug joven (S. M. Turner, 2010).

1.2.3.2 Queratitis superficial cronica (Pannus)

La queratitis superficial cronica es una enfermedad progresiva, bilateral, inflamatoria y
potencialmente cegadora en la cdrnea canina. Clinicamente, el pannus se manifiesta
inicialmente en el limbo temporal o inferior como una lesion roja vascularizada. Al inicio de

la enfermedad, la vascularizacion y la pigmentacion se producen en la cornea temporal y



progresa centralmente; a medida que la enfermedad progresa, se extiende como una lesion
carnosa y vascularizada hacia la cérnea central (Figura 9) (K. Gelatt, 2007); afecta sobre todo

al Pastor Aleman, Greyhaound y Husky siberiano (Slatter, 2004).

Pastor Aleman con queratitis superficial crénica (Gliger, 2007).

1.2.4 Uveitis

La uveitis ocurre cominmente en conjunto con un gran numero de enfermedades
intraoculares y sistémicas. La uveitis hace referencia a la inflamacion del tejido uveal, que
estd compuesto por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. La inflamacion de la Givea consiste
en tres eventos basicos: aumento del suministro sanguineo, incremento de la permeabilidad
capilar y migracion de globulos blancos al sitio de lesion (Figura 10) (Matsumoto et al.,

2012).
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Figura 10 Se observa liquido acuoso en la cAmara anterior en un Schnauzer Miniatura
(Matsumoto et al., 2012).

Tabla 2 Resumen de las principales patologias oftdlmicas inflamatorias en perros.

Enfermedad

Blefaritis

Conjuntivitis

Caracteristicas
generales

-Inflamacion
palpebral

-Separacion de las
células epiteliales
cornificadas

-Puede conducir a la
distorsion de los
parpados

-Inflamacion de la
conjuntiva

-Hiperemia,
quemosis y secrecion
ocular.

-Enrojecimiento
ocular.

-Inflamacion del saco
y conducto lagrimal

Predisposicion
racial

Pastor aleman,

Dachshund de pelo
largo, Poodle Toy y

miniatura.

Golden Retriever,
Labrador Retriever

11

Tratamiento

Terapia sistémica y topica

a largo plazo con
corticoesteroides
Terapia local con
glucocorticoides.



Continuacién Tabla 2.

Queratitis

Uveitis

-Inflamacion de la
cornea en todas las
capas o un estrato
especifico.

-Pueden se
ulcerativas o0 no
ulcerativas.

-Irritacion crénica
-Puede ser cegadora

-Vascularizacion 'y

pigmentacion
corneal.

-Inflamacion del
tejido uveal.
-Aumento del

suministro sanguineo.

-Incremento de la
permeabilidad
capilar.

Migracion de
globulos blancos al
sitio de lesion.

Razas braquicefalicas
como: Lasha Apso,
Pekinés, Pug, Boston
Terrier.

El pannus afecta
principalmente al
Pastor Aleman.

Schnauzer miniatura,
Lasha Apso, Pekinés.

1.3 Examinacion oftalmica y diagnostico

Cuando la enfermedad
cursa sin ulceracion la
terapia recomendada es el
uso de glucocorticoides.

Glucocorticoides

La examinacion oftadlmica y el diagnostico deben ser realizados por un médico veterinario de

acuerdo con el protocolo establecido (Slatter, 2004):

a) Historia Clinica

12

Caracteristicas (incluyendo la predisposicion racial).



e Datos proporcionados por los propietarios: descarga ocular, cambios de color,
dolor, opacidad, cambios pupilares, decrecimiento de la vision, alargamiento
de los ojos, uso de fAirmacos.

b) Examen General

e Luz focal brillante.

e Tiras para la prueba de Schirmer (SST).

e Tinciones especiales.

e Variedad de manchas oculares.

e Anestesia local.

e Agentes midridticos.

e (Cultivos estériles.

1.4 Farmacologia clinica y terapéutica

En la terapia ocular se deben buscar farmacos, no s6lo basados en su farmacodinamia o
propiedades farmacocinéticas, sino con la mejor via de administracion, que cumpla con el
régimen de dosificacion para maximizar el efecto deseado (Schoenwald, 1990). Dentro de la
estructura oftdlmica existen distintas areas que requieren medicacion (Tabla 2 y 3) (S. M.
Turner, 2010). En ocasiones se dificulta la liberacion de farmacos debido a que el ojo posee
severos mecanismos de proteccion estructurales como el parpadeo, la permanente secrecion
lagrimal y drenaje, que son necesarios para preservar la vision pero que remueven
rapidamente los farmacos que son administrados. Los factores que deben considerarse

cuando se pretende la administracion oftdlmica incluyen (Bartlett, 1984):

13



A) Coémo cruzar las capas externas del globo ocular y las barreras sanguineas para llegar

al interior.

B) Como localizar la accion de los farmacos en el tejido ocular minimizando los efectos

sistémicos.

C) Coémo prolongar la duracion del efecto del farmaco de manera que la frecuencia de

administracion sea minimizada.

Tabla 3 Sitios que requieren medicacion (S. M. Turner, 2010).

Sitio Tejidos involucrados
Estructuras superficiales Parpados
Conjuntiva
Cornea
Iris Musculos para constriccion

o dilatacion

Cuerpo ciliar Epitelio acuoso

Segmento posterior Vitreo
Retina

Tejido retrobulbar Musculos, nervios y tejido
conectivo

1.4.1 Administracion oftalmica

Ejemplo de farmaco

Antimicrobianos
Antiinflamatorios

Midriaticos
Mioticos
Agentes hipotensores

Agentes inmunosupresores

Agentes anestésicos

El objetivo de la administracion oftdlmica es alcanzar concentraciones suficientemente altas

en el tejido diana sin superar las concentraciones toxicas en otros tejidos oculares o cualquier

parte del cuerpo (S. Turner, 2005). La administracion topica es la ruta mas comin por la

simplicidad de la aplicacion. El perfil farmacocinético de farmacos por via oftdlmica es

influenciado por factores precorneales (produccion de lagrima y drenaje nasolagrimal) y las
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caracteristicas especiales de formulacion que determinan la penetracion en el ojo (Regnier,
2007). El grado de penetracion ocular depende principalmente de los siguientes factores (S.

M. Turner, 2005):

A) Concentracion del farmaco
B) Farmacocinética en el area conjuntival
C) Permeabilidad de la cornea

D) Eliminacion del saco conjuntival

La administracion topica es la via de administraciéon mas comun para los medicamentos
oftalmicos, en la Tabla 4 se enuncian algunas de las principales ventajas e inconvenientes

de dicha via de administracion (K. N. Gelatt, Gilger, & Kern, 2013).

Tabla 4 Ventajas e inconvenientes de la via oftadlmica.

Ventajas Inconvenientes
Simplicidad y comodidad de aplicacion Lagrimeo
Capacidad para llegar a blancos extra e Drenaje nasolagrimal
intraoculares
Se puede obtener un efecto local Evaporacion de las soluciones oftadlmicas

Baja penetracion precorneal

Frecuencia del parpadeo

Tamafio de la gota administrada (retencion
de volumen instilado)

Poco tiempo de retencion de las gotas
oftalmicas

Dinédmica del fluido lagrimal
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1.4.2 Formas farmacéuticas de uso oftalmico

1.4.2.1 Gotasy suspensiones

Las gotas representan la forma farmacéutica mas utilizada en oftalmologia y consiste en
soluciones y suspensiones (Figura 11 A). Las formulaciones de soluciones oftalmicas son
aquellas en las que el farmaco se encuentra disuelto en su totalidad en el solvente,
generalmente son de baja viscosidad y en un medio acuoso que permite que se mezclen con
la pelicula lagrimal acuosa; sin embargo, cuando el farmaco es de baja solubilidad acuosa,
generalmente se formula en suspension, como es el caso de los corticoesteroides. Las
suspensiones consisten en particulas del principio activo dispersas en un vehiculo que sera
instilado en el ojo, pero comparada con las soluciones presentan algunas desventajas
asociadas a la formulacion y aplicacion siendo una de las principales la generacion de
irritacion debido a las particulas suspendidas. Para proporcionar estabilidad y esterilidad, las
formulaciones oftdlmicas contienen buffers, acarreadores organicos/inorganicos,

emulsificantes, etc (Regnier, 2007).

1.4.2.2 Inconvenientes de las gotas

Dentro de las principales desventajas del uso de gotas se destaca la rapidez con la cual son
eliminadas del ojo después de la dilucion con las lagrimas y puede ser necesario un aumento
en la frecuencia de aplicacion o concentracion de la medicacion (Slatter, 2004). El tiempo de
residencia tan corto de las gotas oftdlmicas es asociado a la baja absorcién corneal de
farmacos. Por lo tanto, frecuentemente se requiere la instilaciéon de soluciones altamente
concentradas para alcanzar el efecto terapéutico, esto resulta en cortos periodos de alta

concentracion de farmaco en la superficie lagrimal, seguido por largos periodos de dosis
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menores a la requerida. Ademas, el uso de altas concentraciones de fAirmaco en las gotas
oftalmicas causa efectos locales y sistémicos (Lee & Robinson, 2009); como consecuencia,
el desarrollo de insertos oculares prolonga y controla la liberacion oftdlmica de los farmacos

(Saettone & Salminen, 1995).

1.4.2.3 Ungiientos

Los ungiientos tienen como principal caracteristica incrementar la viscosidad y con ello el
tiempo de contacto del fArmaco con la superficie ocular, lo que conlleva a la generacion de
concentraciones histicas marginalmente superiores (Figura 11 B). Por lo general son mas
estables que las soluciones, pero pueden interferir con la cicatrizacion corneana en mayor

medida que las anteriores, por lo que se contraindican en lesiones penetrantes (Slatter, 2004).

Figura 11 Administracion de algunas formas farmacéuticas para uso oftalmico: A) Gotas, B)
Unglento (S. Turner, 2005).

1.4.2.4 Dispositivos sélidos para liberacion de fArmacos

Los lentes de contacto blandos se usan en el tratamiento de distintas enfermedades corneales
ya que funcionan como soporte y pueden servir como vehiculos erosionables para la
liberacion controlada de fArmacos. Por otra parte, los insertos oftdlmicos pueden ser solidos
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o semisolidos, el tamafio y la forma esté disefiada para la aplicacion en el fornix inferior. Su
objetivo es la liberacion sostenida de farmacos en la superficie ocular y pueden ser
clasificados en insertos erosionables (solubles) y no erosionables (insolubles) (Figura 12)

(Regnier, 2007).

Figura 12 Dispositivos solidos oftalmicos utilizados en la actualidad para
administracion en humanos (Herring, 2007).

1.5 Antiinflamatorios

Los farmacos anttinflamatorios son indicados en enfermedades oculares severas en las que
se presentan procesos inmunomediados, incluyendo queratitis superficial cronica, algunos
tipos de queratoconjuntivitis seca, conjuntivitis alérgica y uveitis. Para las enfermedades del
segmento anterior y posterior del ojo, suelen utilizarse corticosteroides topicos y

antiinflamatorios no esteroideos (S. M. Turner, 2005).
1.5.1 Glucocorticoides
La corteza suprarrenal sintetiza toda clase de hormonas esteroideas: los glucocorticoides

cortisol y corticosterona en la zona fasciculada, los mineralocorticosteroides aldosterona y
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desoxicorticosterona en la zona glomerulosa y las hormonas gonadales
deshidroepiandrosterona, androstenodiona y testosterona en la zona reticular. A partir del
esteroide cortisol se han obtenido numerosos derivados sintéticos que mantienen algunas de
sus propiedades y mejoran las de otros (Figura 13) (Florez, 2008; Vandewalle, Luypaert, De
Bosscher, & Libert, 2018). Segun las modificaciones estructurales introducidas sobre la

molécula de cortisol, se puede hablar de (Botana Lopez, Landoni, & Martin-Jimenez, 2002):

-Corticoides de 1° generacion: Presentan una baja actividad mineralocorticoide y maés

actividad glucocorticoide. Se incluye aqui la prednisona y la prednisolona.

-Corticoides de 2° generacion: son derivados halogenados en los que se introduce un atomo
de fluor. Esto ocasiona un incremento en su actividad glucocorticoide y mineralocorticoide.

La actividad antiinflamatoria puede incrementare al introducir un grupo acetonido.

-Corticosteroides de 3° generacion: se ha introducido un anillo de condensacion, con lo que
tienen menor potencia antinflamatoria que la prednisona, carecen de actividad
mineralocorticoide y tienen menos actividad glucocorticoide (sobre el metabolismo de los

glucidos y del calcio).

El niimero de derivados es muy amplio, asi como las vias de administracion por las que se

pueden utilizar (Tabla 5 ) (Florez, 2008).
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Figura 13 Estructuras de glucocorticoides y mineralocorticoides sintéticos (Florez, 2008)

Tabla 5 Glucocorticoides naturales y sintéticos.

Corticoide Ester Via de aplicacion

A. Vias multiples

Betametasona - Oral
Benzoato Topico
Dipropionato Topico
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Continuacién Tabla 5.

Cortisol

Cortisona
Cortivazol
Deflazacort

Dexametasona

Fluprednisolona

Metilprednisolona

Parametasona

Prednilideno

Prednisolona

Fosfato y acetato
sodicos

Valerato

Acetato

Cipionato
Fosfato sédico
Succinato sodico
Acetato

Acetato
Acetato
Fosfato sodico
Hemisuccinato
Acetato
Acetato
Succinato sodico
Acetato, fosfato
Diaminoacetato
Succinato
Fosfato sodico

Tebutato
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Inyectable, oral

Topico
Inyectable, topico, oral

Inyectable, topico, supositorio,
espuma rectal

Oral
Inyectable
Polvo inyectable
Oral
Inyectable
Oral
Oral, topico
Inyectable
Inyectable, topico, inhalado
Inyectable
Inyectable
Oral
Inyectable, topico, enema
Polvo inyectable
Oral, inyectable
Inyectable
Oral
Inyectable, topico
Inyectable, topico

Inyectable



Continuacién Tabla 5.

Prednisona - Oral
Triamcinolona - Oral
Acetonido Inyectable, topico, inhalado
Diacetato Oral, inyectable
Hexacetonido Inyectable

B. Uso tdpico o inhalatorio exclusivamente

Alclometasona Fluocinolona
Becclometasona, Fluocinénido
dipropionato
Budesonido Fluocortina
Clobetasol Fluocortolona
Clobetasona Fluorometolona
Desoximetasona Flupamesona
Diclorisona Fluticasona
Diflorasona Halcinonido
Diflucortolona Halometasona
Fluclorolona Mometasona
Flumetasona Prednicarbato
Flumisolida Tixocortol

El conjunto de acciones fisioldgicas y farmacoldgicas de los corticoides suele clasificarse en
dos tipos: los glucocorticoides, representadas por la capacidad de almacenar glucogeno
hepatico y por la actividad antiinflamatoria, y los mineralocorticoides, representadas por la

capacidad de retener sodio y agua. Muchos analogos sintéticos del cortisol muestran
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potencias crecientes de accion glucocorticoide y decrecientes de accidon mineralocorticoidea,

lo que permite una gran manejabilidad y mayor seguridad en el uso (Tabla 6) (Florez, 2008)

Tabla 6 Perfil farmacologico de los principales esteroides corticales.

Corticoide Potencial Equivalencia en Retencion de Na*
antiinflamatorio mg (oral)
Cortisol 1 20 1
Cortisona 0.8 25 0.8
Prednilideno 3 7 0.5
Prednisona 4 5 0.8
Prednisolona 4 5 0.8
Metilprednisolona 5 4 0.5
Triamcinolona 5 4 0
Parametasona 10 2 0
Fluprednisolona 15 1.5 0
Betametasona 25-40 0.6 0
Dexametasona 30 0.5 0
Cortivazol 30 0.75 20
Aldosterona 0 - 300
Desoxicorticosterona 0 - 0
Fludrocortisona 10 2 250

Los glucocorticoides ejercen una poderosa accion antiinflamatoria, sea cual sea la causa de
la inflamacién (infecciosa, quimica, fisica o inmunolodgica), pudiendo inhibir tanto las
manifestaciones inmediatas de la inflamacion (rubor, dolor, etc.,) como tardias, entendiendo

por tales ciertos procesos de cicatrizacion y proliferacion celular. Inhiben la dilatacion
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vascular, reducen la transduccion liquida y la formacion de edema, disminuyendo el exudado

celular y reducen el deposito de fibrina alrededor del area inflamada (Flérez, 2008).

Los corticosteroides para uso oftalmico son aquellos que poseen mayor actividad
glucocorticoide (S. M. Turner, 2005). Ha sido ampliamente aceptado que los efectos
fisiologicos y terapéuticos de los glucocorticoides estan mediados a través del complejo
receptor citosolico de glucocorticoides que consiste en un receptor proteico (receptor
glucocorticoide GR); estos receptores estan presentes en casi todas las células del cuerpo
incluyendo las involucradas en la respuesta inflamatoria que se encuentran en la esclera,
conjuntiva, iris, coroides y retina. Cuando se unen los glucocorticoides, el complejo se
disocia; el GR y su ligando forman un dimero que se trasloca en el nucleo, donde se une a
elementos especificos de respuesta hormonal (HREs) en el DNA gendémico para actuar
posteriormente como transcriptor de genes activados o desactivados (Tabla 7) (Florez, 2008;
K. Gelatt, 2007). Una modulacién positiva de la transcripcion génica conduce a la expresion
de proteinas reguladoras que reducen las propiedades terapéuticas de los glucocorticoides.
En consecuencia, una gran parte de la accion antiinflamatoria se ha atribuido a la liberacion
de una proteina llamada lipocortina (lipomodulina, macrocortina), que inhibe la fosfolipasa
Az y previene la liberacion de acido araquidonico; esto da como resultado la supresion de la
biosintesis de eicosanoides producidos por las vias ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa

(K. Gelatt, 2007).
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Tabla 7 Genes sensibles a los glucocorticoides.
Reduccion de la transcripcion
Quimiocinas: IL-8, RANTES, MIP-1a, MCP-3, MCP-4, eotaxina

Citocinas: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11; IL-12, IL.13, IL-16, IL-17, IL-18,
TNF-a, factor estimulante de colonias de granulocito-macréfagos, factor de células
madre.

Enzimas inducibles: 6xido nitrico sintasa, ciclooxigenasa 2, fosfolipasa A
Receptores de endotelina 1: receptores NKi, NK»

Moléculas de adhesion: ICAM-1, selectina E

Aumento en la transcripcion

Lipocortina 1/anexina 1 (inhibidor de la fosfolipasa A»)
CC10 (inhibidor de fosfolipasa Az)

Adrenoceptor [32

Antagonista receptor IL-1

IL-1R2

IxBa (inhibidor de NF-xB)

CD163

MAP cinasa fosfatasa 1 (MKP-1)

1.6 Dexametasona

La dexametasona (9-fluoro-11p, 17,21-trihidroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona), es
un derivado sintético de los glucocorticoides y se caracteriza por su elevada potencia,
demostrando tener efecto antiinflamatorio en concentraciones de 100 ng/mL (Rodriguez-
Villanueva, Rodriguez-Villanueva, & Guzman Navarro, 2017). Dentro de los
corticosteroides utilizados en la terapia oftalmica, el fosfato sdédico de dexametasona (DXM)

ha destacado por su elevada potencia y efectividad (Kalam, 2016). La accion de la
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dexametasona es mediada por la unién de las moléculas del farmaco a los receptores de
glucocorticoides presentes en diversas células como se explica en la seccion 1.4.4. y cuyo

mecanismo de accion se ilustra en la Figura 14 (Lorenzo et al., 2014) .

Glucocorticoides

hsp70
Inmunofilina

ARNmM

Figura 14 Mecanismo de accion general de Glucocorticoides (Lorenzo et al., 2014).

1.6.1 Caracteristicas generales

Formula molecular: Cx»H2sFNa>OgP (Figura 15)

Peso molecular: 516.4 g/mol

Caracteristicas fisicas: Es un polvo blanco, cristalino, indoloro, estable en el aire.
Excesivamente higroscopico.

Solubilidad: Facilmente soluble en agua, ligeramente soluble en cloruro de metileno y

escasamente soluble en etanol (Drugbank, 2018).
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Figura 15 Estructura quimica de Fosfato Sédico de Dexametasona

Es un derivado sintético del glucocorticoide hidrocortisona, el cual tiene una larga historia
en su uso en los seres humanos. Se encuentra en la industria farmacéutica en forma de

tabletas, aerosol, cremas y suspensiones oftalmicas.

2 JUSTIFICACION

La vision provee aproximadamente el 90% de la informacion sobre el ambiente que nos rodea
junto con las distintas consideraciones fisiologicas que incluyen la diferenciacion entre luz,
sombras y color, la orientacion espacial, el equilibrio y el tono cortical (Boateng & Popescu,
2016), sin embargo, a pesar de ser considerada una de las zonas inmunoprivilegiadas del
cuerpo existen diversas patologias capaces de afectar este 6rgano de los sentidos. La
instilacion de farmacos en forma de gotas de manera continua sigue siendo el método mas
utilizado para la aplicacion de éstos por via oftdlmica, sin embargo, el corto tiempo de
residencia precorneal de las gotas es asociado a su baja absorcion, por lo tanto, la frecuente
instilacion de soluciones altamente concentradas es necesaria para tener un efecto terapéutico
lo que resulta en periodos cortos de altas concentraciones de farmaco en la pelicula lagrimal

seguido de largos periodos de dosis menores a la requerida. Sin embargo, el uso de soluciones
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oftdlmicas altamente concentradas puede causar efectos locales y sistémicos, por ello en
diversas ocasiones, intentando disminuir los efectos sistémicos derivados de la frecuente
administracion, se ha propuesto la instilacion de volumenes menores lo que podria verse

reflejado en un efecto local, reduciendo asi la pérdida de farmaco y el efecto sistémico.

Lo anterior, provee las bases para el desarrollo de formas farmacéuticas solidas que
prolonguen la retencion en el sitio de aplicacion disminuyendo la pérdida por drenaje
nasolagrimal, lo cual podria mejorar significativamente la biodisponibilidad por via
oftalmica (Nanda et al., 2018). Sin embargo, el desarrollo de sistemas de liberacién de
farmacos por esta via presenta diversos desafios pues el ojo posee diversas estructuras y

mecanismos de proteccion.

La dexametasona (9-fluoro-11p, 17,21-trihidroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona) es
un derivado sintético de los glucocorticoides caracterizado por su elevada potencia. Entre los
corticoesteroides utilizados para la terapia oftalmica, el Fosfato Sédico de Dexametasona
(DXM) ha sido utilizado por su alta potencia y efectividad en el tratamiento de procesos
inflamatorios causados por infecciones, lesiones, cirugias y otras condiciones en el ojo, sin
embargo DXM puede causar serios efectos sistémicos por lo que es necesario controlar la

liberacién de manera continua y local (Kalam, 2016).

En consecuencia, es necesario el desarrollo de insertos oculares con la finalidad de prolongar
y controlar la liberacion oftdlmica de farmacos, lo que se vera reflejado en el cumplimiento
de los requerimientos del paciente y la reduccion de los efectos sistémicos (Hermans et al.,
2014). En la actualidad, se han llevado a cabo distintos estudios sobre el desarrollo de

sistemas de liberacion modificada de distintos farmacos para uso humano (Gupta & Aqil,
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2012), sin embargo no existen estudios acerca del uso de estas formas farmacéuticas no

convencionales para uso veterinario.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar y caracterizar insertos oculares cargados con Dexametasona utilizando pruebas
fisicoquimicas y biofarmacéuticas para su evaluacion en un modelo animal como nueva

alternativa al tratamiento convencional de afecciones oftalmicas en perros.

3.2 Objetivos particulares

* Diseiiar la formulacion de insertos oculares cargados con Dexametasona.

* Caracterizar los insertos oculares mediante pruebas fisicoquimicas 'y
biofarmacéuticas.

* Realizar estudios de liberacion in vitro y permeacion ex vivo de la formulacion 6ptima
de los insertos oculares.

* [Establecer las condiciones para garantizar la esterilidad de los insertos oculares
mediante pruebas microbiologicas.

* Administrar los insertos oculares a los sujetos de prueba (conejos) que cumplan con
los criterios de inclusion.

* Realizar el anélisis comparativo de los insertos oculares y las gotas de Dexametasona

mediante el conteo de células PMN para determinar la disminucion de la inflamacion.
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4 HIPOTESIS
El desarrollo y caracterizacion de insertos oculares de Dexametasona para el tratamiento de

diversas afecciones oculares inflamatorias en un modelo animal permitira su uso posterior
como nueva alternativa a las gotas, garantizando una forma farmacéutica mas eficiente con
un efecto farmacolédgico local para su posterior evaluacion y uso en perros.

5 PLAN DE TRABAJO

A continuacioén, en el diagrama 1 se muestra la estrategia experimental general planteada

para el desarrollo de y caracterizacion de los insertos oculares.

Estudios de

o - Optimizacion de
Preformulacion: Disefio P

Caracterizacion la formulacion y
caracterizacion

o : Pruebas in vivo
Seleccion de experimental

polimeros

Diagrama 1 Plan general experimental.

A su vez, el plan general de trabajo se dividi6 en dos etapas: la primera de ellas (Diagrama
2) que consistio en el disefio experimental de la formulacion y la caracterizacion de las
formulaciones utilizando pruebas mecénicas y fisicoquimicas. Una vez obtenida la

optimizacion de la formulacion, se continud con la segunda etapa experimental (Diagrama
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3) para continuar con las pruebas in vivo. La descripcion detallada de las pruebas se encuentra

en la seccion 6.

* Masa

* Espesor

Pruebas * Tension ala Rotura

mecanicas * Mucoadhesion

* Tiempo de
Mucoadhesion

+ PVPK30
* EudragitRS® 100

L] pH
Pruebas « Liberacién

fisicoquimicas * Hinchamiento -
* Contenido quimico

Diagrama 2 Primera Etapa: Disefio experimental Central Compuesto (DCC).

Pruebas mecanicas
Optimizacion Pruebas fisicoquimicas
dela
., * Estudios de
formulaciéon . P —
Pruebas biofarmacéuticas permeacién in vitro
Pruebas de esterilidad * Control microbiolégico
Gotas
* Inspeccién visual
* Conteo de células PMN
Pruebas in vivo * Identificacion de infiltrado
celular
Insertos
Oculares

Diagrama 3 Segunda etapa: Optimizacion de la formulacion y Pruebas in vivo
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Estudios de preformulacion y seleccién de polimeros para la formacion de la
matriz

La seleccion de los excipientes para la formacion de la matriz polimérica obedece a las
caracteristicas del farmaco y la compatibilidad entre los mismos basados en sus
caracteristicas fisicoquimicas que permiten el control de la liberacion del principio activo.
Los polimeros que fueron utilizados en las distintas mezclas se encuentran en la Tabla 8
y fueron elegidos a partir de estudios previos que confirman su uso por via oftalmica
(Castelli, Messina, Sarpietro, Pignatello, & Puglisi, 2003; De Souza et al., 2016; Ghose
et al., 2017; Hornof, Weyenberg, Ludwig, & Bernkop-Schniirch, 2003; Katara &
Majumdar, 2013; Patel, Patel, & Patel, 2009; Pignatello, Bucolo, & Puglisi, 2002;
Saettone & Salminen, 1995; Urbanska, Karewicz, & Nowakowska, 2014; Wypych,

2013).

Tabla 8 Polimeros propuestos para la formulacion de los insertos oculares (I10).

Polimeros
Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K30) Eudragit RS100® (ERS100)
Hipromelosa Kollicoat IR®
Polivinilalcohol (PVA) Pluronic F-127® (PF127)
Acido Hialurénico Quitosan

La finalidad de la realizacion de las mezclas fue determinar incompatibilidades fisicas entre

los excipientes y el PA (DXM).
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6.2 Composicion de los insertos oculares y estandarizacion del método de
preparacion

Una vez seleccionadas las mezclas poliméricas que formaron peliculas (insertos), se
determind la composicion de la formulacion y se procedid a establecer las condiciones de
trabajo con la finalidad de estandarizar el método de preparacion. En un inicio se trabajo en
condiciones ambientales dentro del Laboratorio 12 “Sistemas Transdérmicos y Materiales
Nanoestructurados” de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM (Altura 2280
msnm y TA de 18-24°C) con el proposito de establecer si existia la necesidad del uso de
agentes catalizadores (radiacion UV, secado en frio, aumento de temperatura, etc.) para la
formacion de los insertos oculares (I10). Los insertos fueron elaborados mediante la técnica
de evaporacion de solvente (De Souza et al., 2016; Shivakumar, Desai, Subhash, Ashok, &
Hulakoti, 2007) utilizando distintas superficies de moldeo con la finalidad de evaluar en cual
de ellas la formulacion se despegaba de manera fécil para su posterior manipulacion y
caracterizacion. Las superficies evaluadas fueron: moldes de acetato, cajas Petri de vidrio y
moldes de politetrafluoroetileno (PTFE). Una vez que las formulaciones se secaron, se
procedié a retirarlas del molde para la posterior eleccion de éste. Continuando con la
estandarizacion del método de preparacion se determind el tiempo y velocidad de agitacion,
asi como las condiciones de secado, para ello se realizé una cinética de mezclado variando
las condiciones de velocidad (5000, 10000 y 15000 rpm) y tiempo (5,10 y 15 min) tomando
muestras de 1 mL a los tiempos mencionados y analizandolas por espectrofotometria UV-
Vis (Cary 100 Varian®) a una longitud de onda de 243 nm con la finalidad de obtener una
mezcla homogénea. Para establecer las condiciones de secado se evaluaron distintos tiempos

a temperatura constante de 26°C hasta la sequedad de las formulaciones.
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6.3 Disefio experimental de insertos oftalmicos

Se elaboro6 un disefio de superficie-respuesta, especificamente, el Disefio Central Compuesto
(DCC) para la elaboracion de peliculas oftalmicas cargadas con DXM por el método de
evaporacion de solvente teniendo como niveles del experimento diversas concentraciones de
los polimeros previamente seleccionados (PVP K-30 y Eudragit RS100®) con la finalidad de
brindar diversas caracteristicas al producto. Las formulaciones se caracterizaron utilizando

pruebas mecdanicas, fisicoquimicas y biofarmacéuticas.
6.4 Caracterizacion de las peliculas oftalmicas
6.4.1 Variacion de Masa (VM) y Espesor (VE)

Para la determinacion de la variacion de masa y espesor se seleccionaron al azar 10 peliculas
circulares con un didmetro de 1cm las cuales se pesaron de manera individual en una balanza
analitica AS220.R2 RADWAG® y se calcul6 la masa promedio y la desviacion estandar. El
espesor de las peliculas se obtuvo con un Calibrador Digital midiendo en distintas partes

(tres) de la forma farmacéutica para determinar el espesor promedio y su desviacion estandar.
6.4.2 pH

La medicion del pH se realizo con un potenciometro HANNA® HI2210 una vez que los
componentes de la mezcla se encontraban totalmente disueltos (10 min) en 3 puntos distintos

del recipiente de mezclado (superficie, punto medio y fondo).
6.4.3 Tension a la ruptura (TR)

Las propiedades de tension fueron medidas con el equipo Texture Analyzer CT3 Brookfield®
utilizando como parametros generales de la prueba una carga de activacion de 6.8 g a una
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velocidad de 0.5 mm/s. Cada formulacién fue evaluada por triplicado, las muestras fueron
cortadas con las siguientes medidas: 10 mm de largo x 5 mm de ancho. Las muestras fueron
sujetadas por el accesorio TA-DGF posicionada de acuerdo a los requerimientos del equipo

(Figural6).

A) B)

CE3 TEXTURE ANALYZER

Figura 16 A) Equipo Texture Analyzer CT3 Brookfield® B) Colocacion de la muestra para
medir tensién a la rotura (TR) utilizando el accesorio TA-DGF.

6.44 % Humedad (HU)

Se pesaron en una termobalanza PMC50 RADWAG® tres insertos oftalmicos de cada
formulacion (F1-F11) de 1 cm de didmetro para que el equipo determinara el % de humedad

contenida.
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6.4.5 Fuerza de mucoadhesién y tiempo de mucoadhesién ex vivo (FM Y TM)

6.4.5.1 Preparacion de la muestra ex vivo
Se utilizaron ojos de perro obtenidos del Laboratorio de Necropsias de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan. Una vez extraidos fueron colocados en Solucién Salina
Fisiologica 0.9% (SSF) para su transporte y almacenamiento. Las pruebas fueron realizadas
en las primeras 24 h a partir de la extraccion con la finalidad de preservar la estructura
anatdémica. Las pruebas fueron realizadas en 2 estructuras anatomicas: globo ocular y saco

conjuntival.
a) Fuerza de mucoadhesion (FM) ex vivo

Las muestras fueron colocadas en cajas Petri de vidrio y se adiciond a cada muestra 50 pL
de Fluido Lagrimal Simulado (FLS) (Ceulemans & Ludwig, 2002; Rupenthal, Green, &
Alany, 2011) (Ver preparacion Anexo 1) con la finalidad de simular las condiciones reales

de la estructura anatomica.

Una vez colocada la muestra, se procedi6 a la medicion de la Fuerza de mucoadhesion (FM)
utilizando el Texture Analyzer CT3 Brookfield® bajo las siguientes condiciones de prueba:

valor meta 50 g, carga de activacion 0 g y velocidad de la prueba 1 mm/s.

Cada formulacion fue evaluada por triplicado colocéndola en la base del cilindro haciendo

contacto con la estructura, posteriormente se obtuvo el resultado.
b) Tiempo de mucoadhesion (TM) ex vivo
Para la determinacion del tiempo de mucoadhesion ex vivo, se colocaron porciones del saco

conjuntival (1 cm de didmetro aproximadamente) en las paredes de un vaso de precipitados
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de 100 mL con cinta doble cara; sobre el area del saco se colocaron las diversas formulaciones
y posteriormente el vaso fue llenado con 50 mL de FLS (Figura 17) (Escalona-Rayo, 2017)

y la prueba se llevo a cabo a 50 rpm y a 37°C con la finalidad de determinar cuanto tiempo

la formulacion permanecia adherida a la mucosa.
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Figura 17 A) Cortes de saco conjuntival (1cm de diametro) colocados con cinta
doble cara sobre la pared de un vaso de precipitado. B) Prueba de Tiempo de
Mucoadhesion. La formulacion se encuentra adherida a la mucosa y la prueba se
realizé a 50 rpm/37°C.

6.4.6 Hinchamiento (Hi)

Para la realizacion de la prueba de hinchamiento se cortaron tres muestras de cada
formulacion con un diametro de 1 cm las cuales fueron pesadas en una balanza analitica (W),
posteriormente fueron sumergidas en 5 mL de FLS pH 7.4+0.1 y colocadas a 37°C, cada
muestra fue pesada cada 10 min de la siguiente manera: la muestra se retiraba del SLF
eliminando el exceso del mismo con papel Whatman para ser pesada posteriormente (W2)

(Jain, Carvalho, & Banerjee, 2010; Reichl, Borrelli, & Geerling, 2011). Este procedimiento
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se llevo a cabo hasta que la muestra ya no registr6 variacion de peso para poder determinar
el % de retencion de agua de acuerdo a la siguiente formula:

Wz - W1
- ()
l W1

6.4.7 Contenido Quimico (CQ)

Para determinar el contenido quimico de las formulaciones se cortaron muestras de 1 cm de
didmetro y fueron disueltas en 1 mL de etanol, posteriormente fueron transferidas a un matraz
volumétrico de 25 mL, la solucién fue leida por espectrofotometria UV-Vis (Cary 100

Varian®) a una longitud de onda de 243 nm (Velazquez-Tapia, 2018) (Anexo 2).
6.4.8 Liberacion in vitro

Se cortaron muestras de 1 cm de didmetro y se colocaron en vasos de precipitados de 50 mL
con 20 mL de SLF pH 7.4+0.1. Se mantuvieron condiciones de 50 rpm a 37°C constantes
durante 5 dias de muestreo. Se tomaron muestras de 1.5 mL durante los tiempos establecidos.
Las muestras fueron leidas a 243 nm en espectrofotometro Cary 100 Varian® para obtener

los perfiles de liberacion del PA.
6.5 Andlisis estadistico y optimizacion de la formulacion

Los datos obtenidos a partir de las pruebas mecanicas y fisicoquimicas fueron analizados
mediante el programa estadistico StatGraphics Centurion XV® para obtener la optimizacion

de la formulacion.
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6.6 Optimizacion de la formulacién

Una vez obtenida la optimizacion de la formulacion, esta se caracterizo de acuerdo a las

pruebas mencionadas en la seccion 6.4.

6.7 Estudios de permeacion ex vivo

A la formulacion optima se le realizaron estudios de permeacion utilizando celdas tipo Franz.
Para los estudios se utilizaron, como material bioldgico, ojos de perro obtenidos del
Laboratorio de Necropsias-MVZ de la FES-Cuautitlin, UNAM con el tratamiento
mencionado en la seccion 6.4.5 para conocer parametros biofarmacéuticos: flujo, constante

de permeabilidad (kp) y tiempo de latencia (tr).

En el compartimento receptor se adicionaron 7 mL de FLS pH 7.4+0.1 y se introdujo una
barra magnética. La formulacion optima se coloco sobre el saco conjuntival y se sellaron
ambos compartimentos manteniendo agitacion constante a una velocidad de 50 rpm a 37°C
durante 48 h (Figura 18). La toma de muestra se realizé tomando alicuotas de 1.5 mL del
compartimento receptor y reponiendo el mismo volumen a la misma temperatura. Las

muestras fueron analizadas espectrofotométricamente a 243 nm.
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Figura 18 A) Celda tipo Franz utilizada para el estudio de permeacion ex vivo, en la parte
superior se encuentra el compartimento donador y en la inferior el receptor. B) Vista
superior de celda tipo Franz donde se observa la formulacion colocada sobre la
estructura bioldgica

6.8 Pruebas de esterilidad
Como medios de cultivo se utilizaron Agar Soya Tripticaseina (AST) y Caldo Tioglicolato

(CT) de acuerdo a la FEUM. Para el sembrado en AST se realiz6 un raspado con un hisopo
estéril a ambas caras y bordes del 10, y para el CT se coloco un IO de 1cm de didmetro en el
medio liquido. La cinética de esterilidad se llevo a cabo sometiendo las peliculas a distintos
tiempos de radiacion emitida por una lampara UV (0, 10, 20, 30 y 60 min) y posteriormente
las formulaciones fueron colocadas en ambos medios de cultivo para ser incubadas a 30-

35°C. Fueron observadas durante 14 dias para determinar el crecimiento microbiano.
6.9 Pruebas in vivo

Para las pruebas in vivo el protocolo de investigacion fue sometido a su revision y aprobacion
por parte del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (CICUAE-FESC) perteneciente a la UNAM,

con clave de registro CICUAE-FESC C 19 01 (Anexo 3).

40



Para esta ultima etapa, se emplearon 20 conejos albinos Nueva Zelanda de sexo indistinto
con un peso aproximado de 1.5-2 kg, los cuales fueron inspeccionados clinicamente por la
M.en C. Eliza Gutiérrez Hernandez, responsable del modulo de Cunicultura del Centro de
Ensefianza Agropecuaria de la FES- Cuautitlan, UNAM, quién realizé un examen general de
vision con la finalidad de descartar la presencia de ulceras, dafio corneal, alteracion de la
pelicula lagrimal o indicativo de desarrollo de un proceso inflamatorio. Los 20 animales
fueron transportados del Modulo de Cunicultura (FES-Cuautitlan) al Bioterio de la UIM-

FESC y se les dio un periodo de adaptacion de 2 semanas.

6.9.1 Determinacion de la inflamacion producida por instilacion de Acido
Araquidodnico (AA) y por la colocacion del inserto (10)

La primera parte experimental consistid6 en la eleccion aleatoria de 4 conejos para la
realizacion de un estudio piloto que permitido determinar la duracion del "Modelo de
inflamacion en conejos mediante induccion de Acido Araquiddnico" (Buturus et al., 2009;
Katara & Majumdar, 2013). Al inicio de la prueba se tomd una muestra de fluido lagrimal
(FL) para conocer los niveles basales de los animales, para ello se instilaron 100 pL. de SSF
en el saco inferior del ojo del conejo y fueron mezclados suavemente para después recuperar
la mayor cantidad posible. Posteriormente se instilaron 50 pL de Acido Araquidénico (AA)
preparado en SSF en concentraciones de 0.05, 0.1 y 0.25% en el ojo derecho y el ojo
izquierdo fue utilizado como control instilando 50 pL de SSF. Una vez transcurridos 10
minutos, se tomo la primera muestra cdmo se describié previamente y los siguientes tiempos

de muestreo fueron después de 1,2,4,6,10,12. 15y 17 h.
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Para determinar la irritacion provocada por el IO igualmente se coloco en el ojo derecho el
placebo de la FO y el ojo izquierdo fue asignado como control. La metodologia utilizada fue

la misma que para determinar la concentracion de AA.

Para cada muestra recolectada se realizd la evaluacion de la migracion de las células
polimorfonucleares (PMN) diluyendo 10 uL de FL con 10 pL liquido de Turkes para contar
el nimero de PMN en cdmara de Neubauer. Cuando el nimero de PMN regreso al nivel basal
se dejaron de tomar muestras de fluido ya que fue posible determinar el tiempo de duracion

de inflamacion inducido por AA y la inflamacion provocada por el placebo.

6.9.2 Comparacion del efecto antiinflamatorio de DXM en gotas (GO) e Insertos
(10)

El resto de los animales fueron divididos de manera aleatoria en 2 grupos (N=8) con acceso

libre a agua y comida:

- Grupo (1): Tratamiento convencional instilando gotas de DXM (GO).

- Grupo (2): Tratamiento alternativo administrando insertos oftdlmicos de DXM (IO).

En ambos grupos se tomd primero una muestra para conocer los niveles basales de células
PMN de cada sujeto y se seleccion6 el ojo izquierdo como control instilando 50 pL de SSF

y en el ojo derecho se probaron las distintas formas farmacéuticas:

- Grupo (1): Se instilaron 50 pL de solucion de DXM en gotas (1 gota).

- Grupo (2): Se coloco el inserto ocular en el saco inferior del ojo del conejo.
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Una vez transcurridos 10 min de la administracion del tratamiento se instilaron 50 pL de AA

al 0.25%. La evaluacion del modelo se llevo a cabo a partir de las siguientes pruebas:

1. Evaluacion clinica: inspeccion en busqueda de dafio, signos de irritacion, cambios en la

respuesta pupilar, etc.

2. Migracion de PMN: Se evalud de la misma manera que en el grupo piloto.
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7 RESULTADOS

7.1 Seleccién de polimeros

Se realizaron mezclas de polimeros de uso oftalmico en distintos porcentajes (Tabla 9) para

determinar la capacidad de formar peliculas con las caracteristicas organolépticas (Tabla 10)

deseables para esta forma farmacéutica.

Excipiente

HPMC
Pluronic F-127%

Benzoato de
Sodio

DXM

Agua c.b.p.

Excipiente

Pluronic F-127%
HPMC
PVA

Ac. Hialurénico

Benzoato de Sodio

DXM

Agua c.b.p.

Mezcla 1
% (p/v) % (p/v) % (p/V)
1 2 3
0.45 1 0.45
5 5 10
0.5 0.5 0.5
1.5 1.5 1.5
100 100 100
Mezcla 3
% (p/v) % (p/v) 2
1
5 5
1 1
1.5 2
0.3 0.3
0.5 0.5
1.5 1.5
100 100

% (p/v)
4
1 PVA
10 HPMC

Tabla 9 Mezclas propuestas para la formacion de peliculas.

Mezcla 2

Excipiente

0.5 Benzoato de Sodio

1.5 Pluronic F-127®

100 DXM

Agua c.b.p.

Excipiente

PVA
HPMC
PVP
PEG

Benzoato de
Sodio

DXM

Agua c.b.p

% (p/v) % (p/v) 2
1

0.25 3
0.45 1
0.5 0.5
5 5
1.5 1.5
100 100
Mezcla 4
% (p/v) 1 % (p/v) 2
2 2
1 1
1 5
1.6 1.6
0.5 0.5
1.5 1.5
100 100

HPMC: Hidorxipropilmetil celulosa; PVA: Polivinil alcohol; DXM: Fosfato sédico de Dexametasona; PVP:
Polivinilpirrolidona K30; PEG: Polietilenglicol
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Continuacién Tabla 9.

Mezcla 5
Excipiente % (p/v) 1 % (p/v) 2
Quitosan 3 3
Ac. Lactico 1 2
DXM 1.5 1.5
Mezcla 7
Excipiente % (p/v)
Eudragit ® RS100 5
PVP K-30 10
Trietilcitrato 15*
DXM 1.5

*Respecto al polimero

Excipiente
Quitosan
Ac. Acético

DXM

Excipiente
Eudragit RS® 100
Kollicoat® IR
Trietilcitrato

DXM

Mezcla 6
% (piv) 1 % (plv) 2
3 3
1 2
1.5 1.5
Mezcla 8
% (p/v)
5
10
15%
1.5

HPMC: Hidorxipropilmetil celulosa; PVA: Polivinil alcohol; DXM: Fosfato sédico de Dexametasona; PVP:

Polivinilpirrolidona K30; PEG: Polietilenglicol

Tabla 10 Caracteristicas organolépticas de las mezclas.

Mezcla 1
Caracteristica 1 2 3
Formacion de Si Si Si
pelicula
Facilidad para - - -
despegar
(Adhesion)
Flexibilidad + + -
Opacidad + + +

Si
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Mezcla 2

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para
despegar (Adhesion)
Flexibilidad
Opacidad

1 2
Si Si
+ +
+ +



Continuacion Tabla 10.

Mezcla 3

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Flexibilidad

Opacidad

Mezcla 5

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Opacidad

Mezcla 7

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Flexibilidad

Opacidad

-: No forma pelicula; +: no se forma por completo; +: formacion de pelicula; ++: peliculas formadas y de facil

manipulacién

Si

Si*

Si

Si*

Si

++

Mezcla 4

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Flexibilidad

Opacidad

Mezcla 6

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Opacidad

Mezcla 8

Caracteristica

Formacion de pelicula

Facilidad para despegar (Adhesion)

Flexibilidad

Opacidad

Si

Si*

Si

++

Si

Si*

*Al adicionar la DXM se forma un precipitado que se disuelve al incrementar la temperatura

con lo que ya es posible la formacion de la pelicula.
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7.2 Composicion del inserto oftalmico y estandarizacion del método de preparacion

A partir de los resultados obtenidos en los estudios de preformulacion, se eligieron los

polimeros y el resto de los excipientes (Tabla 11) necesarios para la preparacion de los

insertos.
Tabla 11 Componentes de la Formulacién
Componente % (p/v) Funcion
Fosfato Sédico de 1.5 Principio Activo
Dexametasona
Eudragit RS® 100 1-5 Agente filmdgeno
PVP K-30 3.5-10 Agente filmégeno
Propilenglicol 20 Cosolvente/Conservador
Trietilcitrato 15% Plastificante
Acido Bérico 1.404 Agente Isotonizante/Conservador
Agua-Etanol 7.5 mL Medio de disolucion

*Respecto al polimero

A su vez, cuando se establecieron los excipientes de la formulacion final, se estandarizo el

método de preparacion de los IO como se muestra en el diagrama 4.
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® f- ~ A
-I -1 n 'l 1.Ac. Borico/ 4mlL EtOH
o d o 3 _.>° 2. Eudragit RS100

-

p ...3 &) 2 \/ 3. PVP K-30
\/ 4. Trietilcitrato

e : 1. DXM/2.5 mL Agua
— 2. 1.25 mL Propilenglicol

— :
\/ 3.1 mL EtOH

Adicionar i a il y mantener en
agftaciéon durante 10 min a
A 1500 rpm

I e 1. Colocar 2.5 mL en cada
. - moide
&/ ' 2. Secar a 26°C durante 48 h

Diagrama 4 Estandarizacion de la preparacion de los Insertos Oftalmicos (10).

De acuerdo a los resultados en la seccion 7.2 se planted un disefio experimental de superficie
respuesta teniendo como caracteristicas del disefio base los mencionados en la Tabla 12 y en

la Tabla 13, en estas se encuentran los niveles de las variables de estudio y las variables de

respuesta elegidas para el disefo.
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Tabla 12 Atributos del Disefio Compuesto Central (DCC).

Numero de factores experimentales 2

Numero de bloques 3

Numero de respuestas 10

Numero de corridas 11, incluyendo 3 puntos centrales por
bloque

Grados de libertad para el error 5

Tabla 13 DCC para la formulacion de insertos oftalmicos.
Factores Variables de estudio Variables de Respuesta

Eudragit ® RS100 Masa (mg)
Espesor (mm)
pH
Tension a la ruptura (g)
Humedad (%)
Fuerza de Mucoadhesion ex vivo
Bajo 3.5% (2)
7. Tiempo de mucoadhesion ex Vvivo
(h) . .
10% 8. Contenido _Quir_mco (%)
Alto 9. Liberacion in vitro (%)
10. Hinchamiento (%)

Bajo 1%

Alto 5%

S

PVP-K30

7.3 Caracterizacion Fisicoquimica y evaluacion in vitro-ex vivo

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro-ex vivo de las once

formulaciones del DCC se resumen en la Tabla 14 y 15.
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Tabla 14 Caracterizacion fisicoquimica de los insertos oftalmicos.

Formulacion

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

VM (mg)

0.45+0.08

0.35+0.08

0.33+0.08

0.20+0.08

0.27+0.08

0.29+0.08

0.38+0.08

0.37+0.08

0.21+0.08

0.42+0.08

0.36+0.08

VE (mm)

0.44+0.08

0.28+0.08

0.43+0.08

0.24+0.08

0.27+0.08

0.40+0.08

0.25+0.08

0.29+0.08

0.20+0.08

0.33+0.08

0.24+0.08

pH

6.96+0.04

7.04+0.04

7.03+0.04

7.00+0.04

7.11+0.04

6.96+0.04

6.99+0.04

7.01+£0.04

7.01+£0.04

6.99+0.04

7.01+0.04

TR (gF)

11.25+17.94

18.25+17.94

15.50+17.94

71.16+17.94

20.50+£17.94

32.83+£17.94

24.50+17.94

12.50+£17.94

7.50+17.94

36.00+£17.94

14.66+17.94

HU (%)

16.67£11.07

21.46£11.07

25.32+11.07

42.28+11.07

37.80£11.07

24.73£11.07

17.57+11.07

16.30£11.07

37.77€11.07

43.33£11.07

14.99£11.07

VM: Variacion de masa; VE: variacion de espesor; TR: Tension a la rotura; HU: Porcentaje de humedad
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Formulacion

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

FM (gF)

9+3.82

16+3.82

6.5+3.82

8+3.82

17.5+£3.82

12.5+3.82

10.5+3.82

8.5+3.82

6.5+3.82

13.5+3.82

7.5+£3.82

T™ * (h)

120

120

120

120

120

120

120

120

120

120

120

CQ (%)

95.71£1.10

98.00+1.10

97.24+1.10

98.77+1.10

98.58+1.10

95.71£1.10

98.39+1.10

98.39+1.10

97.24+1.10

96.86+1.10

98.20+1.10

Tabla 15 Evaluacion in vitro-ex vivo de los insertos oftdlmicos

PL (%)

11.55+1.42

14.20+1.42

9.80+1.42

13.11+1.42

11.77+1.42

11.66+1.42

13.95+1.42

14.50+1.42

11.83%1.42

11.95+1.42

13.24+1.42

HI (9)

0.07+0.03

0.08+0.03

0.05+0.03

0.14+0.03

0.05+0.03

0.06+0.03

0.09+0.03

0.1+£0.03

0.06+0.03

0.03+0.03

0.07+0.03

FM: Fuerza de mucoadhesion; TM: tiempo de mucoadhesion; CQ: Contenido quimico; PL: Porcentaje de

farmaco liberado; HI: Hinchamiento

*La prueba se realizd durante 120 h sin observar ningun desprendimiento de la mucosa por

lo que no se reportd valor en la desviacion estandar.
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7.3.1 Variacion de Masa (VM)

Los insertos fueron cortados con didmetro de 1 cm y de cada formulacion 10 fueron elegidos

al azar para determinar su peso promedio (Figura 19).

A) B)

BPVP K30 g +

AEudragit RS100 | Rsaeiss 3
m
BB //

AB

0 3 6 9 12 15 18
Efecto estandarizado

Figura 19 A) Diagrama de Pareto para variacion de Masa. El diagrama muestra cada uno

de los efectos estimados en orden decreciente de magnitud indicando que para la VM el %

de PVP K30y ERS100 son estadisticamente significativos de manera positiva con un nivel
de confianza del 95%. B) Fotografia del Inserto Ocular cargado con Dexametasona

7.3.2 Variacion de Espesor (VE)

Para determinar la VE se midieron 10 muestras de cada formulacién en distintos puntos

obteniendo los resultados de la figura 20.
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B:PVP K30 B2 +
2 -
AEudragit RS100 | BRRsssssssssissssssss
otetete et tatatatatetete o’
|7

BB | B

.......

! A A

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Efecto estandarizado

Figura 20 Resultados Variacion de Espesor. En el diagrama se observa que todos los
valores se encuentran por debajo de la linea vertical por lo cual no son estadisticamente
significativos con un 95.0% de nivel de confianza.

7.3.3 pH de la formulacion

Las mediciones de pH se realizaron utilizando un potenciémetro con la finalidad de
establecer que dicha caracteristica se encuentra dentro del valor reportado(6..8-8) (Baeyens

et al., 2000) para ser utilizada por via oftalmica.
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A)

e (7777777777777
BB / / /

AA

'+

VE

AB

B:PVP K30

0 0.5 1 1.5 2 25 3

Efecto estandarizado

B)

Figura 21 Figura 21. A) Resultados pH. El diagrama indica que dentro de los
factores experimentales ERS100® tiene diferencia estadisticamente significativa
de manera negativa. B) Las mediciones de pH se realizaron a la formulacion antes
de ser vertida a los moldes

7.3.4 Tension a la ruptura (TR)

La determinacion de la tension a la ruptura se llevo a cabo eligiendo 3 muestras al azar
correspondientes a F1-F11, obteniendo graficos como los reportados en la figura 22 B, en los
cuales se observa la maxima tension que es ejercida sobre la formulacion que ha sido

colocada entre las pinzas del equipo (Figura 22 A).
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B)

Tension de Rotura

il [nsertos Oftalmicos
404
5 I
| \
5
| |
10
| M
7T 1T T T 7 T 7 T T T
I 5 m % 2 i il i i I I E
Tiempo (s)
B:PVP K30 .
v/ -
BB
s
dl
7
AB | 1]
0 0.5 1 15 2 2.5 3

Efecto estandarizado

Figura 22 A) Elongacién del inserto durante la prueba. B) Grafico que
representa la tension a la rotura de los insertos oftalmicos, la maxima
tension es el pico de carga mas alto. C) Diagrama de Pareto que
muestra el efecto de cada factor sobre la propiedad medida, asi como
las interacciones de las mismas. En este caso Ningun factor tiene
efecto estadisticamente significativo.

7.3.5 % Humedad

La humedad de los insertos oftalmicos se determind en termobalanza obteniendo como
resultado promedio 27.1% de Humedad para las formulaciones. En la figura 23 al observar

el diagrama de efectos principales ninguno es estadisticamente significativo, sin embargo, la

55



interaccion que influye es la relacion existente entre la concentracion de polimeros utilizados,

teniendo un efecto sinérgico sobre la propiedad evaluada.

T T T T T T T

XXX KKK XXX XX XXX XXX I HKICHK I IO

O a ettt a ettt ettt e e et ot e tate ot tate oot tutetotetotutetotetotetototetels

A | KRR BSOS m +

Ot e et et e ettt oottt oot totetetotetetetotetetet
Oty g Ot Ot Ot et Ottt oottt tettetotetetet
Rototetelotetefototeleotoletolotofeloteletolotofelotolotolotofelotelelolotefodotetelolotefolotetetolotelels 7

v -
A:Eudragit RS100
1 1 ] 1 1 | 1
Efecto estandarizado

Figura 23 Diagrama de Pareto para los resultados de humedad. No hay
diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, la interaccion
principal se da entre la concentracion de PVP K30 y ERS® 100.

7.3.6 Fuerza de Mucoadhesién (FM) ex vivo

La FM ex vivo se realizé utilizando globos oculares y sacos conjuntivales de perros (Tabla
16) obtenidos del Laboratorio de Necropsias de FES-Cuautitlan UNAM, en la figura 24A se
ilustra la ejecucion de la prueba; cada formulacion se coloco en la base de la sonda cilindrica
la cual descendid y ejercid fuerza sobre la estructura anatdmica para después ser retirada y
obtener graficos como el que se encuentra en la figura 24B en donde se observo el pico mas
alto que indic6 la maxima fuerza que ejercio el piston sobre la estructura y que al ser retirado
(decrecimiento) permitié determinar la fuerza necesaria para retirar la formulacion (valle de

la grafica) que indica el valor de la mucoadhesion. En el diagrama de Pareto (Figura 24C) se
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observé que no hay diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, la mayor

interaccion se encuentra relacionada con la concentracion de Eudragit RS®100.

Tabla 16 Valores Fuerza de Mucoadhesion ex vivo

Formulacion Saco conjuntival (SC) Globo ocular (GOC)
(9F) (9F)
F1 9 4
F2 16 4.5
F3 6.5 6
F4 8 5
F5 17.5 8.5
F6 12.5 5
F7 10.5 4.5
F8 8.5 5.5
F9 6.5 6
F10 13.5 8.5
F11 7.5 4

7.3.7 Tiempo de mucoadhesion (TM) ex vivo

Al igual que la FM, la prueba fue realizada sobre porciones de aproximadamente 1 cm de
diametro de saco conjuntival utilizando FLS a 50rpm/37°C (Figura 25A) y fueron evaluadas
por 120 h para conocer si la formulacion se desprendia de la zona de colocacion demostrando
que durante ese tiempo las formulaciones permanecen en el drea que pretende utilizarse como

zona de administracion de la forma farmacéutica (Figura 25B).
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0 05 1 15 2 25 3

Efecto estandarizado

Figura 24 A) Fotografia del equipo TextureAnalyzer con la sonda TA-10
midiendo la fuerza de mucoadhesién de los Insertos Oculares (10) al saco
conjuntival. B) Gréfico que representa la adhesidn de los insertos
oftalmicos al saco conjuntival, el valle representa la fuerza (gF) con que se
adhiere el inserto. C)Diagrama de Pareto con los efectos estandarizados,
no hay diferencia estadisticamente significativa entre los niveles y las
interacciones.
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7.3.8 Contenido Quimico

Las pruebas de contenido quimico se realizaron de acuerdo a la normatividad regulatoria
mexicana vigente (FEUM, 2016), en este caso se compard el contenido de PA de cada
formulacion por espectrofotometria UV-Vis con la finalidad de conocer si estaban dentro de
los limites establecidos (90-110%). Las formulaciones evaluadas (F1-F11) tienen un
contenido quimico en un rango entre 95.71-98.77% y las diferencias entre el contenido de

cada formulacion no son estadisticamente significativas (Figura 26).

A) B)

Tiempo de mucoadhesion
140
120
100
80

60

Tiempo (h)

40

20

Formulacion

Figura 25 A) Resultados tiempo de mucoadhesion, no se observa la desviacion estandar
debido a que en las repeticiones no hubo desprendimiento del inserto durante el tiempo
de observacion. B) Fotografia para la determinacion del tiempo de mucoadhesion del
inserto al saco conjuntival en fluido lagrimal simulado (50 rpm-37°C)

7.3.9 % Liberacion in vitro (PL)

La prueba de liberacion se realizo colocando la formulacion en FLS para proceder a la
cuantificacion del % de farmaco liberado de las matrices poliméricas por espectrofotometria
UV-Vis obteniendo liberaciones en un promedio del 12.5% respecto a la cantidad de farmaco

con que fueron cargadas (Figura 27). Los resultados que se observaron en la figura 27B del
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diagrama de Pareto indican que la interacciéon de mayor magnitud que tuvo mayor efecto

sobre la liberacion del PA fue entre los polimeros PVP K.30 y ERS100.

7.3.10 Hinchamiento (HI)

El hinchamiento es una prueba que indica el movimiento de cadenas poliméricas que
permiten la incorporacion de moléculas del medio circundante, en este caso SLF a 37°C; para
realizar la prueba se tomaron muestras durante intervalos de 10 min hasta obtener un peso
constante. Los resultados de hinchamiento demostraron que el peso incrementd en las

distintas formulaciones en un rango comprendido entre 0.02-0.13 g (Figura 28).

A . ..
) Contenido Quimico
100
99
— 98
B
g 97
% 96
S 95
94
93
Formulacion
B) . . r r r
A:Eudragit RS100 B +
Lo -
A
B:PVP K30
AA
AB
0 0.5 1 15 2 25 3

Efecto estandarizado

Figura 26 Resultados Contenido Quimico A) Grafica que muestra los % CQ en un
rango ente 95.71-98.77%. B) Diagrama de Pareto que muestra que no hay diferencia
estadisticamente significativa.
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Figura 27 A) Porcentaje de farmaco liberado, en promedio 12.5 % a 50 rpm/37°C. B) En
el diagrama se observa que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
factores analizados, sin embargo, la barra de mayor magnitud corresponde a la
interaccidn entre los polimeros que forman la forma farmacéutica. C) Resultados de la
liberacion del principio activo del Inserto Ocular; la linea punteada representa la dosis
terapéutica tedrica (DTt) considerando la administracion oftalmica cada 2 horas.
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Figura 28 A) Resultados de variacion de hinchamiento con un promedio de retencion
de SLF de 0.02 g. B) Diagrama de Pareto en el que ninguna interaccion es
estadisticamente significativa, sin embargo, las barras indican que el PVPK30 tiene el
mayor efecto sobre la propiedad de manera negativa.

A continuacion, se muestran las Graficas de Superficie Respuesta en 3D (Figura 29)
correspondientes a las 10 variables elegidas en el DCC, con excepcion del Tiempo de
Mucoadhesion (TM) ex vivo debido a que no hay variacion en los resultados obtenidos
(Figura 25B). En este tipo de diagramas, la grafica 3D muestra una vista tridimensional de la

superficie, lo que es util para establecer los valores de respuesta.
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Variacion de Masa (VM)
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Figura 29 Graficas de Superficie Respuesta correspondientes a las Variables
de estudio del Disefio Experimental.
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7.4 Optimizacion de la Formulacion

Una vez analizados los datos obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica, se realizo la
optimizacion de la formulacion; para ello se eligieron como variables de respuesta VE, FM,
PL e HI. De esta manera se obtuvo un valor 6ptimo de la deseabilidad igual a 0.719274 y las
cantidades Optimas de cada polimero para obtener formulaciones con las caracteristicas

deseadas (Tabla 17, Figura 30).
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Tabla 17 Optimizacion de la formulacion

Factor Bajo Alto Optimo
Eudragit® RS100 0.17157 5.82843 0.171517
PVP K30 2.15381 11.3462 6.4554

Respuesta Estimada

VE 0.214274 mm
M 13.2152 gF
PL 12.6596 %
HI 0.0558292 ¢

Superficie de Respuesta Estimada

Deseabilidad
Il 0.0
I 01
0.75 Il 0.2
0.3
g % 04
3 - 05
8 055 i
§ 0.6
o 4 0.7
s 045 1 4
0.35 = Il 0.9
1 2 3 4 5 3 PVP K30 N 1.0

Eudragit RS100

Figura 30 Gréafica 3D representando la optimizacion de la formulacion.

Una vez que se conocieron los valores esperados para la formulacion optima, esta fue
preparada con el método estandarizado descrito en la seccion (Diagrama 4) y se caracterizo
de acuerdo a las pruebas mencionadas en la metodologia (Seccion 6.4.) obteniendo los

resultados que se encuentran en la tabla 18.
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Tabla 18 Resultados de la optimizacion de la formulacion

Variable Resultado
Espesor (mm) 0.265+0.095
pH 7.11+£0.04
Resistencia a la 15.50+£3.94
ruptura (gF)

% Humedad 22.54+1.7
Fuerza de 16.89+3.46
mucoadhesion
(gF)

Contenido 98.19+1.124

quimico (%)

Liberacién (%) 13.51+0.71

Hinchamiento (g) 0.0403+0.023

7.5 Permeaciones ex vivo

Después de obtener los resultados correspondientes a la caracterizacion mecanica y
fisicoquimica de la formulacion 6ptima, se inici6 el estudio de permeacion ex vivo utilizando
como estructuras anatémicas el saco conjuntival y el globo ocular, la prueba se realizé con
la finalidad de obtener la cantidad de farmaco acumulada (Tabla 19) contenida en el
compartimento receptor de las celdas tipo Franz, determinando que durante 48 horas se
obtiene un porcentaje acumulado de DXM de 0.26% en el saco conjuntival y 0.36% en el
globo ocular respecto al 100% con el que el inserto ocular fue cargado (7.46 mg). Igualmente,

la finalidad de esta prueba fue la evaluacion cinética de la captacion del farmaco y su difusion
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a través de las estructuras bioldgicas (Figura 31A), sin embargo, debido a la baja cantidad de
farmaco liberado (menor al 70%) (Figura 31B) no fue posible obtener los parametros

cinéticos correspondientes al tiempo de latencia (h), el flujo(ug/cm?/h) y la Kp(cm?/h).

Tabla 19 Cantidad acumulada (%) y porcentaje de DXM acumulada en saco conjuntival y

globo ocular durante 48 h utilizando celdas tipo Franz.

S_aco_ Globo Ocular Saco Conjuntival Globo Ocular
Tiempo Conjuntival
P Cantidad Cantidad . .
(h) Porcentaje Porcentaje
acumulada acumulada (%) (%)
(mg) (mg)
1 0 0 0 0
2 0.00142 0.00285 0.01913 0.03826
4 0.00285 0.00713 0.03826 0.09567
6 0.00428 0.00999 0.05740 0.13394
8 0.00570 0.01427 0.07653 0.19134
10 0.00713 0.01570 0.09567 0.21047
12 0.00856 0.01855 0.11480 0.24874
24 0.01141 0.02283 0.15307 0.30615
28 0.01427 0.02426 0.19134 0.32528
32 0.01712 0.02569 0.22961 0.34441
48 0.01998 0.02712 0.26788 0.36355
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Figura 31 A) % cuantificado de DXM en el compartimento receptor de las celdas tipo
Franz. B) % de DXM acumulada durante las permeaciones ex vivo. Se observa que la
cantidad que se cuantificé no es un valor cercano al 70%.
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7.6 Esterilidad

Dentro de los parametros criticos de calidad de las formas farmacéuticas que se administran
por via oftalmica se encuentra garantizar la esterilidad de éstas, por lo que muestras de 1 cm
de diametro de la formulacién optima (FO) se sometieron a distintos tiempos de radiacion
UV vy fueron sembradas en AST y CT a 30-35°C durante 14 dias. La prueba se realizé por
triplicado para cada tiempo de radiacion y se realizo la observacion de los medios de cultivo

para realizar el reporte de crecimiento microbiologico, los resultados se resumen en la Tabla

20.

Tabla 20 Resultados de la prueba de esterilidad para determinar el tiempo de radiacion UV.

Tiempo de Tiempo de Crecimiento Microbiano Crecimiento
incubacion radiacion CT Microbiano
(min) AST

Dial 0 Sin desarrollo Sin desarrollo
10 Sin desarrollo Sin desarrollo

20 Sin desarrollo Sin desarrollo

30 Sin desarrollo Sin desarrollo

60 Sin desarrollo Sin desarrollo

Dia 2 0 En desarrollo Sin desarrollo
10 En desarrollo Sin desarrollo

20 Sin desarrollo Sin desarrollo

30 Sin desarrollo Sin desarrollo

60 Sin desarrollo Sin desarrollo

Dia 3 0 En desarrollo Sin desarrollo
10 En desarrollo Sin desarrollo

20 Sin desarrollo Sin desarrollo

30 Sin desarrollo Sin desarrollo

60 Sin desarrollo Sin desarrollo

Dia 4 0 En desarrollo En desarrollo
10 En desarrollo En desarrollo

20 Sin desarrollo Sin desarrollo

30 Sin desarrollo Sin desarrollo

60 Sin desarrollo Sin desarrollo
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Continuacion Tabla 20.

Dia5 0 En desarrollo En desarrollo
10 En desarrollo En desarrollo
20 Sin desarrollo Sin desarrollo
30 Sin desarrollo Sin desarrollo
60 Sin desarrollo Sin desarrollo
Dia 10 0 En desarrollo En desarrollo
10 En desarrollo En desarrollo
20 Sin desarrollo Sin desarrollo
30 Sin desarrollo Sin desarrollo
60 Sin desarrollo Sin desarrollo
Dia 14 0 En desarrollo En desarrollo
10 En desarrollo En desarrollo
20 Sin desarrollo Sin desarrollo
30 Sin desarrollo Sin desarrollo
60 Sin desarrollo Sin desarrollo

Como se observa en la tabla 20, en rojo se destacan los tiempos a los cuales hubo crecimiento
microbiologico (Figura 32) por lo que se puede establecer que a tiempos superiores a 20 min

de radiacion UV se inhibe el crecimiento de microorganismos.
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Figura 32 Pruebas de esterilidad. A) CT al inicio de la prueba. B) Las peliculas fueron
raspadas con un hisopo para ser sembradas en AST C) Observacion de CT después de 14
dias de incubacién a temperatura 30-35°C D) Fotografia en donde se observa el
desarrollo de microorganismos en tiempos menores a los 20 min de radiacion UV.

7.7 Pruebas in vivo

La evaluacion de la efectividad de la forma farmacéutica en un modelo animal (conejos

albinos Nueva Zelanda) se realizo utilizando 20 sujetos. Se determiné que durante todas las
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pruebas el ojo izquierdo seria utilizado como control y el derecho para los distintos

tratamientos.

7.7.1 Determinacion de la concentracion de AA, duracion del modelo inflamatorio e
inflamacion provocada por el 10

La primera parte del experimento consistio en la seleccion de 4 animales para la
determinacion de duracion del modelo inflamatorio y la medicion del grado de inflamacion
producida por el 10 a partir del conteo de PMN. Los resultados promedio se encuentran en
la Tabla 21 y en la Figura 33A donde se observa el nimero de PMN (céls/mm?) existiendo
diferencia estadisticamente significativa entre el AA al 0.25% y el Placebo, por lo que se
eligio esta concentracion para trabajar el resto del experimento. Los resultados graficados en
la Figura 33B se utilizaron para determinar los tiempos de muestreo basados en la duracion
del modelo inflamatorio pues se observé que a las 6h se cuantifico la mayor cantidad de PMN

observando como comienza a disminuir el namero de estas.

Tabla 21 Medicion de la inflamacion inducida por AA 0.05%, 0.1%, 0.25% y Placebo 1O.

0.05% Ac.Aq. 0.1% AA 0.25% Ac. Aq Placebo
Tiempo () PMN (céls/mm?) PMN PMN (céls/mm®)  PMN (céls/mm?)
(céls/mm?)
Ctrl TX Ctrl Tx Ctrl Tx Ctrl Tx
0 2125 125 185 221 25 4375 30 40
0.16 155 1425 203 1543 5875 13375 2625 2525
1 1075 15875 197  160.89 9625  213.75 30 198.75
76.25 155 264 180.16 80 2675 275 160
4 10375 100 3463 2122 105 44125 525 162.5
6 12125 165 4517 256 9875 71125 45 180
10 108.75 14375 532 1894 725 555 575 8125
12 775 8875 485 132.56 8625  203.5 55 195
15 4583 5693 327 8023 674 15065 486 1203
17 2023 114 2873 679 7032 8054 324 1083
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Figura 33 A) Las columnas representan los distintos controles con su tratamiento. Los *
indican aquellos grupos en los que existe diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05). B) Las columnas indican el conteo de PMN para cada control y tratamiento,
observando que se cuantifica un mayor namero de células a las 6h. Ctrl: Control; Tx:
Tratamiento; AA: Acido Araquiddnico; n=4
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Figura 34 Determinacion del modelo inflamatorio. A) Administracion de AA al
0.05%. B) AA 0.1% C) AA 0.25% D) Placebo del 10. AA: Acido Araquiddnico; 10:
Inserto Ocular; n=4.

En la figura 34 se observa la irritacién causada por distintas concentraciones de AA,
siendo la dosis mas alta (Figura 34C) en la que se observa mayor cantidad de cambios
visibles en el ojo de los conejos, pues se observa que se encuentra en mayor grado de

enrojecimiento comparado con el resto de las fotografias. En la figura 34D se observo el
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placebo 24 horas después de ser colocado, los animales no estuvieron en contencion

durante las pruebas (Anexo 4).

7.7.2 7.8.2. Comparacion de Gotas Oftalmicas (GO) e Insertos Oftalmicos (10) en el
modelo de inflamacion

Posterior al establecimiento de la concentracion de AA a utilizar (0.25%) y la inflamacion
causada por colocar el inserto, ademas de determinar los tiempos de muestreo, se ejecuto el
resto del experimento dividiendo el resto de los animales fueron aleatorizados en 2 grupos (8
por cada grupo): en un grupo se instilaron gotas de DXM (GO) y en el otro se administré el
inserto oftalmico (IO). Los resultados de la Tabla 22 son el promedio de las PMN que se

contaron en las distintas muestras obtenidas.

Tabla 22 Resultados comparativos de ambas formas farmacéuticas (GO, 10) con su
respectivo control.

Gotas Oftalmicas Insertos Oftalmicos
T'iﬂ;po PMN (céls/mm?) PMN (céls/mm?3)
Ctrl Tx Ctrl Tx
0 13.75 5.625 6.25 7.5
0.16 376.23 280 385 209.375
3 530 490.125 556.875 539.375
6 895.625 757.5 874.375 326.875
10 719.375 695.625 593.75 159.375
12 351.875 424.375 288.125 41.875
15 180 282.5 205.625 6.25
24 34.375 11.125 21.25 3.75
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Después de realizar el conteo de PMN en la camara de Neubauer se realizd en andlisis
estadistico de los datos para determinar si existia diferencia estadisticamente significativa
entre las distintas formas farmacéuticas. Los resultados fueron analizados con una prueba de
t pareada (p<0.05), en la Figura 35 se senalan con * los resultados que tienen diferencia
estadisticamente significativa, es decir, existe diferencia al comparar Ctrl IO vs Tx 10 y
TxGO y TxIO, es decir, entre los grupos controles no existe diferencia ni entre el Ctrl y Tx
con GO. En la Figura 36 se observa la inflamacion causada por el AA y el efecto de ambas

formas farmacéuticas.
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Figura 35 Resultados comparativos ente ambas formas farmacéuticas (GO-10). Se observa
que tanto las GO como los 10 disminuyen la inflamacion, sin embargo, al realizar la
prueba de t pareada (p<0.05) existe diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos que tienen *; n=16
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Figura 36 Fotografias comparativas de la inflamacion a las 6 h de muestreo. A) Control
(sIn AA 0.25%), B) Tratamiento con GO, C) Tratamiento con 10, la flecha sefiala el 10
colocado en el saco conjuntival del conejo; n=16
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8 DISCUSION

La administracion tradicional por via oftalmica en gotas acuosas es caracterizada por su baja
biodisponibilidad ademas de la rapida eliminacion precorneal. Para obtener concentraciones
terapéuticas se requiere de la instilacion frecuente del firmaco, lo que conduce al bajo
cumplimiento de la terapia por via oftdlmica (Hornof et al., 2003) y esto es motivo recurrente
de los magros resultados terapéuticos en las patologias oculares (Slatter, 2004). Como
consecuencia, la innovacion en el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos por via
oftdlmica se ha llevado a cabo con la finalidad de incrementar la biodisponibilidad de los

principios activos, lo cual se refleja en la mejoria de los pacientes.

Para el desarrollo del inserto oftalmico cargado con Fosfato Sodico de Dexametasona, se
realizaron distintas mezclas de polimeros (Tabla 9) con la finalidad de determinar si las
anteriores formaban una pelicula en condiciones de presion y temperatura ambiental, lo
anterior con el proposito de establecer si existia la necesidad del uso de un agente catalizador
(radiacion UV, secado en frio, aumento de temperatura, etc). De acuerdo a los resultados de
la Tabla 10, se puede establecer que las peliculas se formaron a condiciones de temperatura
controlada 26+2°C, pues dicha temperatura fue suficiente para evaporar el solvente en 48 h
aproximadamente (De Souza et al., 2016; Shivakumar et al., 2007). Con base en las
caracteristicas organolépticas se eligio la mezcla 7, pues presentd propiedades tactiles y
visuales adecuadas para su manipulacion durante la realizacion de las pruebas mecénicas.
Las formulaciones fueron vertidas en distintas superficies de moldeo con la finalidad de
determinar en cudl de ellas se podian despegar de manera facil para su posterior manipulacion
y caracterizacion. Las superficies evaluadas fueron: moldes de acetato, cajas Petri de vidrio

y moldes de politetrafluoroetileno (PTFE). Una vez que las formulaciones secaron, se
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procedio a retirarlas del molde, sin embargo, en los primeros dos moldes la formulacion se
despegaba con dificultad, provocando que se elongara o rompiera, por lo que se eligieron los
moldes de PTFE pues en ellos la formulacion era muy facil de despegar sin modificar ninguna
de sus propiedades mecanicas; con la finalidad de estandarizar la metodologia se realizé una
cinética de mezclado para conocer la velocidad de agitacion de 1500 rpm por 10 min, ya que
a una velocidad mayor se incorpora una gran cantidad de aire a la formulacion lo cual no es
recomendable pues son dificiles de eliminar. Por otra parte, el tiempo necesario para la

evaporacion del solvente del inserto fue de 48 h a una temperatura de 26°C (Diagrama 4).

Una vez que se estandarizo6 el proceso de fabricacion de los insertos oftalmicos (10), se llevo
a cabo el disefio experimental; los disefios experimentales y la optimizacion son herramientas
que se utilizan para examinar de manera sistematica los diferentes tipos de problemas que
surgen dentro de, por ejemplo, la investigacion, el desarrollo y la producciéon de
medicamentos. Un disefio de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas avanzadas de
disefio de experimentos (DOE) que ayudan a entender mejor y optimizar la respuesta. La
metodologia del disefio de superficie de respuesta se utiliza con frecuencia para refinar los
modelos después de haber determinado los factores importantes utilizando disefos de cribado
o disefios factoriales, especialmente si se sospecha que existe curvatura en la superficie de
respuesta. Dentro de los disefios de superficie respuesta, se eligid el Disefio Central
Compuesto (DCC) con los atributos de la tabla 12, pues son un diseno factorial o factorial
fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales (también
denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura. Se evaluaron los efectos

de las variables independientes o de estudio (Xi), sobre las variables dependientes o de
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respuesta (Y1) mediante el uso del programa estadistico Statgraphics Centurion XV.II (Tabla

13).

Las 11 formulaciones (F1-F11) arrojadas por el DCC fueron evaluadas de acuerdo a la
metodologia descrita en la seccion 6, obteniendo como resultados promedio los resumidos

en la tabla 14 y 15, ademas de las graficas 3D de superficie respuesta de la figura 29.

Al analizar los diagramas de Pareto de cada una de las formulaciones, se observa que las
variables de respuesta sobre las cuales existe una diferencia estadisticamente significativa
son masa (VM) (Figura 20) y pH (Figura 21); en la variacion de masa (VM) los factores que
influyen son los polimeros PVP K30 y ERS100, siendo el de mayor impacto el PVPK30, en
ambos casos al aumentar la concentracion de los polimeros la VM incrementa. La razon
probable es que el PVP es el excipiente mayoritario en la formulacion seguido del ERS100
(Tabla 11), por lo que se espera que al existir un aumento de ambos se incremente la masa.
El modelo puede explicar la variabilidad de la respuesta en el 97.39% de los casos por lo que
es adecuado para realizar predicciones de esta, lo que quiere decir que existe una relacion

entre el incremento en los excipientes y la VM.

Respecto al pH, el valor de las lagrimas en condiciones normales oscila en un rango entre
6.8- 8 en perros (Baeyens et al., 2000) en las formulaciones F1-F11 se obtuvieron valores de
6.96-7.114+0.04, los cuales son valores que se encuentran dentro del rango establecido sin
embargo, el factor que tiene un efecto significativo y antagonico es la influencia del ERS100
(Figura 21) lo que quiere decir que un incremento en la cantidad del polimero indica una
disminuciéon en el valor del pH, esto es debido a la naturaleza del ERS100 que es un

copolimero de etil-acrilato, metil-metacrilato y un bajo contenido de 4cido metacrilico con
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grupos amonio (Ghose et al., 2017), dichos componentes al ser de naturaleza acida explican
que al incrementar la concentracion de ERS100 el pH disminuya, sin embargo la tolerabilidad
ocular a Eudragit RS100 y RL100 ha sido probada en estudios in vitro e in vivo determinando
que su uso es seguro y puede ser utilizado como excipiente en sistemas de liberacion
controlada de farmacos al no mostrar signos de irritabilidad al utilizar el test de Draize y
realizando evaluaciones con la ldmpara de hendidura, evaluando el grado de congestion,
hinchazon y las secreciones conjuntivales (Pignatello et al., 2002; Zhu, Cheng, Huo, & Mao,

2018).

Al evaluar las propiedades de tension (TR) de las formulaciones (F1-F11) (Figura 22) se
obtuvieron los valores entre 7.5-71.16 £17.9 gF , estos valores indican que los IO no son ni
demasiado quebradizos ni demasiado pegajosos, lo que es importante para evitar que se
rompan o que se dificulte su manipulacion para su administracion (Boateng & Popescu,
2016). Al analizar el diagrama de Pareto se determind que el PVP K30 es el polimero que
tiene mayor impacto en esta propiedad mecdanica, pues tiene un efecto antagénico lo que
quiere decir que al disminuir su concentracion la TR es menor haciendo que los IO sean
menos flexibles y con menor capacidad de elongacion, sin embargo, al incrementar la
concentracion de ERS100 se tiene un efecto positivo lo cual es debido al Trietilcitrato (TET),
el cual es con frecuencia elegido para su uso con polimeros acrilicos pues confiere
propiedades de flexibilidad a las peliculas (Gruetzmann & Wagner, 2005; Wypych, 2013),
lo que dio como resultado una buena elasticidad que se refleja en una menor rigidez y
fragilidad lo que lo hace adecuado para la administracion ocular, pues al ser flexible permite
que exista una menor probabilidad de irritacion por contacto (Boateng & Popescu, 2016)

pues el inserto se podra ajustar a la curvatura anatémica natural del ojo. Derivado de lo
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anterior, radica la importancia de la evaluacion de la FM y TM ex vivo durante el desarrollo
de nuevos sistemas mucoadhesivos para la liberacion de farmacos, en la actualidad existen
diversos métodos para determinar las propiedades de mucoadhesion (Mansuri, Kesharwani,
Jain, Tekade, & Jain, 2016), sin embargo, la mayoria de los métodos utilizados son para la
caracterizacion de sistemas adhesivos con la finalidad de ser aplicados en humanos utilizando
mucosas bovinas o porcinas, por lo cual para la caracterizacion del 10 para uso veterinario,
las técnicas fueron modificados para obtener resultados més cercanos a la realidad utilizando
ojos de perro (6.4.4). Respecto al TM, la prueba se realizd durante 5 dias sin observar el
desprendimiento del 10, por lo que los resultados confirman que no se movera del sitio de
aplicacion, sin embargo, esto debié comprobarse en las pruebas in vivo. La evaluacion de la
FM ex vivo se llevo a cabo en el saco conjuntival y el globo ocular obteniendo los valores de
la tabla 16, los cuales indicaron que la mayor fuerza de mucoadhesion se da entre el 10 y el
Saco conjuntival con un promedio de 10.5 gF lo que indica buenas propiedades de resistencia.
Estos valores mecénicos son importantes debido a que la forma farmacéutica debe resistir el
proceso de transporte, almacenamiento y administracion al paciente (Patil, Bade, &
Tagalpallewar, 2018). Una buena FM implica que las peliculas formuladas no se desplazaran
facilmente al parpadear tomando en cuenta que el perro parpadea en promedio 14 veces/min
(Baeyens et al., 2000), ademads debido a la naturaleza delgada del 10 y su capacidad de
hinchamiento (HI) promedio de 0.07 g (Figura 27) como capacidad de incorporar moléculas
del medio circundante (FLS) se esperaria que, de acuerdo a la “Teoria de Humectacién”
(Mansuri et al., 2016) se produzca un contacto intimo entre el sistema mucoadhesivo y la
membrana mucosal, seguido de la penetracion del farmaco; sin embargo, esto tuvo que
comprobarse en las pruebas in vivo, pues la mucoadhesion proporciona grandes

oportunidades para la entrega de una gran cantidad de farmacos por distintas vias de
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administracion como la ocular, vaginal y bucal. Ademas, la mucoadhesion permite obtener

un efecto farmacoldgico prolongado local o sistémico (Mansuri et al., 2016).

Cuando los 10 se sumergen en un medio acuoso y se da el hinchamiento, esto causa la
“relajacion” de las cadenas de polimero con una expansion de volumen. La liberacion del
farmaco de los sistemas hinchables es compleja, y generalmente depende de uno o mas de
los siguientes procesos: entrada del medio acuoso (FLS) en la matriz del polimero, disolucion
del medicamento en el medio, difusion del farmaco a través de la red polimérica y la erosion
de la matriz (Hermans et al., 2014); la cantidad liberada del IO de DXM en FLS se observa
en la figura 26A, el porcentaje liberado va del 9.8-14.5% respecto a la cantidad con que fue
cargado el IO equivale a 0.73-1.08 mg, dichos valores pueden ser establecidos a partir de la
prueba de CQ (Figura 26), en la cual el porcentaje de fArmaco cuantificado de los insertos
fue del 97.5% lo cual entra dentro de las especificaciones farmacopéicas (90-110%) (FEUM,
2008), esta prueba (CQ) permite asegurar que la forma farmacéutica contiene la cantidad de

farmaco reportada, lo que se refleja en una correcta dosificacion.

Con los resultados obtenidos durante la caracterizacion fisicoquimica, se realizd la
optimizacion de la formulacion (Tabla 17) la cual fue preparada y caracterizada obteniendo
los resultados de la Tabla 18. A partir de este momento, el resto de las pruebas se realizaron
a la formulacién 6ptima, comenzando con la determinacion de la capacidad del farmaco de
atravesar las membranas biologicas permitiendo conocer la cinética de liberacion tanto para
la captacion de farmaco y su difusion por la membrana utilizada: saco conjuntival y globo
ocular (Permeaciones ex Vivo, seccion 7.6). Las celdas tipo Franz son utilizadas en la
investigacion de la permeacion de la formulacidon , ademas que una buena correlacion entre

la liberacion de farmaco in vitro y las permeaciones ex Vivo pueden ser indicativo de una
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buena correlacion ex vivo e in vivo (Bao, Newman, Wang, Choi, & Burgess, 2018). Los
resultados de la tabla 19 muestran las cantidades y porcentajes acumulados de DXM en cada
estructura anatomica (Figura 31A) sin embargo, no existe diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05) por lo cual se establece que el farmaco no estd atravesando la
membrana biologica limitando el efecto al sitio de accion deseado minimizando asi los
efectos sistémicos. Asi mismo, la cantidad liberada por la formulacion 6ptima (13.5% =1.007
mg DXM) es suficiente para alcanzar la dosis terapéutica para tener un efecto
antiinflamatorio (Figura 27C). Para confirmar los resultados que se obtuvieron durante las
pruebas In vitro-ex vivo se realizaron los estudios in vivo con la finalidad de establecer la

correlacion entre estas pruebas de caracterizacién con un modelo animal.

Dentro de las caracteristicas mas importantes en el desarrollo de una forma farmacéutica para
uso oftalmico destaca el garantizar la esterilidad, para lograrlo existen distintas técnicas de
esterilizacion de polimeros para uso médico y hospitalario ya que son ampliamente utilizados
en distintos dispositivos, sin embargo la eleccion del método de esterilizacion es importante
pues los polimeros pueden ser sensibles a diversas técnicas, siendo el efecto de la
esterilizacion un factor clave en el desarrollo del producto (Rogers, 2012; Tipnis & Burgess,
2018). Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se eligid6 como método de
esterilizacion el uso de radiacion UV pues se ha comprobado que esta técnica no modifica
de manera significativa las propiedades de los productos una vez que ya han polimerizado
(Kitazaki, Tanaka, & Hayashi, 2014; La Mantia et al., 2017; Miinker et al., 2018). En la tabla
20, se observa que al realizar la evaluacion del crecimiento microbiano en ambos medios de
cultivo AST y CT, en el primero en el tiempo 0 y 10 min de radiacion ya existe desarrollo de

microorganismos (Figura 32C y D) sin embargo en AST no, lo que puede ser debido a que
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en este medio se realizé un sembrado por hisopo. Las observaciones se realizaron durante 14
dias mostrando que a partir de los 20 min de tiempo de radiacion UV ya no se observa
presencia de crecimiento microbiano, por lo que este tiempo fue elegido para esterilizar los

I0.

Como ultima etapa de la estrategia experimental se realizaron las pruebas in vivo utilizando
20 animales (conejos albinos nueva Zelanda) con un peso promedio de entre 1.5-2 kg (Ver
seccion 6.9). El modelo inflamatorio causado por acido araquidonico (AA) fue modificado
incrementando la concentracion reportada (0.05%) (Butrus et al., 1987; Katara & Majumdar,
2013) al 0.25% ya que es en la cual se encuentran diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) como se observa en la figura 33A, ademas fue importante determinar si el IO por si
solo (placebo) producia inflamacion (Figura 34) y se determind que si existe diferencia entre
el control y el placebo, sin embargo a pesar de desarrollarse el proceso de inflamacion aguda
los conejos no mostraron molestia durante el tiempo que tuvieron el placebo, pues los
animales no se tuvieron en contencion (cepo). Igualmente se establecié la duracion de la
inflamacion estableciendo que el tiempo en el que existia una mayor migracion de células
PMN era a las 6 h (Figura 33B) por lo que se pudieron establecer los tiempos de muestreo:
0, 10 min, 3,6,10,12,15 y 24 h. Posteriormente, se realizd el estudio comparativo entre ambas
formas farmacéuticas GO e IO, obteniendo los resultados promedio que se encuentran en la
tabla 22; al realizar el tratamiento estadistico de los mismos (prueba de t p<0.05) se observa
que existe una diferencia estadisticamente significativa entre el control y el tratamiento 10O,
la cual no existe entre el control y el tratamiento de las gotas, lo anterior se debe al corto
tiempo de residencia de las GO por lo cual su instilacion se recomienda cada 2h, igualmente

en la figura 35 se observa como el efecto antiinflamatorio de las gotas sucede a los pocos
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minutos de su instilacion sin permitir que la cantidad de PMN alcance los valores del grupo
control, sin embargo una vez que la gota es eliminada el efecto antiinflamatorio ya no es
notorio pues ya no existe diferencia entre el control y el tratamiento con GO. Los resultados
obtenidos demuestran que al comenzar la liberaciéon de DXM vy alcanzar las concentraciones
terapéuticas la inflamacion provocada por el IO también es disminuida, estos resultados
demuestran que el mayor reto dentro de la terapia ocular consiste en el mantenimiento de
concentraciones terapéuticas en el sitio diana tomando en consideracion las restricciones
anatomicas y fisiologicas de dicha estructura anatdmica como el lagrimeo, el drenaje
nasolagrimal, la baja absorcion en la conjuntiva y la poca permeabilidad corneal,
especialmente de los fArmacos solubles en agua, los cuales permiten que unicamente una
fraccion de la dosis administrada (menor al 1%) sea absorbida en el ojo. El requerir una
frecuente administracion de las formas farmacéuticas convencionales implica tener como
resultado concentraciones de farmaco muy elevadas lo que tiene como consecuencia efectos

oculares severos ademas de la posibilidad del efecto sistémico (Shivakumar et al., 2007).

El conteo de PMN tiene como fundamento que los glucocorticoides son hormonas
esteroideas que tienen un efecto inmunoldgico y funcién metabolica en el cuerpo al unirse al
receptor de glucocorticoides (GR) su efecto principal estd relacionado con la restriccion de
la respuesta inflamatoria que es debida a su actividad inmunosupresora (Urbanska et al.,
2014), por lo tanto, una disminucién en el nimero de células PMN es el reflejo de que el
farmaco esta teniendo accion sobre el sitio diana, debido a que la inhibicidn de la entrada de
los neutréfilos al foco inflamatorio se debe a que la DXM bloquea la expresion de las
moléculas de adhesion celular que permiten la fijacion de los leucocitos al endotelio

inflamado, ademas de reducir el recuento de eosindfilos y mastocitos (Florez, 2008).
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9 CONCLUSIONES

En el presente estudio se compard el efecto antiinflamatorio de insertos oculares de DXM
como nueva forma farmacéutica de uso veterinario respecto a la terapia convencional en
gotas existente en el mercado. Para ello se realizaron pruebas mecanicas, fisicoquimicas y
estudios in vitro y ex vivo, lo que permiti6 establecer que las concentraciones e interacciones
de los polimeros utilizados PVPK30 y ERSI100 tienen impacto sobre las propiedades,
principalmente en la variacion de masa, el pH, la tensién a la ruptura y la fuerza de
mucoadhesion ex vivo. Las pruebas de liberacion concluyen que la cantidad de farmaco
liberada (1.007 mg DXM) es la necesaria para alcanzar dosis terapéutica durante 5 dias con
la administracion del 10, ademas los estudios de permeacion ex Vivo indican que al
administrar el IO se obtuvo un efecto local al no existir evidencia de que se atravesé la
estructura biologica colocada en las celdas tipo Franz. La técnica de esterilizacion utilizada
para los 1O fue la radiacion UV por 20 min. Por lo anterior, la realizacion de estudios in vitro
y ex vivo dan la pauta para la realizacion de estudios in vivo, los cuales fueron de gran
importancia en el proyecto, pues es necesario comprobar, correlacionar y complementar las
pruebas de caracterizacion con el uso de modelos animales pues la variabilidad bioldgica
juega un papel importante dentro de la investigacion. Al ser administrado el IO en los
conejos, se obtuvieron mejores resultados que con la instilacion de gotas como terapia
convencional, debido a que el tiempo de residencia de las gotas es mucho menor respecto al

inserto ocular lo que se demuestra en el conteo de PMN.

El presente estudio confirma el uso potencial de sistemas poliméricos utilizando PVPK30 y

ERS100 como nueva estrategia de liberacion controlada de farmacos por via oftdlmica para
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uso veterinario, al lograr controlar y prolongar la liberaciéon de DXM en el sitio afectado

disminuyendo los efectos sistémicos del farmaco.

10 PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

-Realizar estudios de farmacocinética in vivo que permitan determinar el tiempo de residencia
del farmaco en cada una de las estructuras anatémicas del ojo, pues las permeaciones indican
que el farmaco no es capaz de atravesar el globo ocular, sin embargo, esto no quiere decir

que no se encuentre en alguna estructura interna.

-Administrar el inserto oftalmico a perros que cursen con cuadro de inflamacion aguda.
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12 ANEXOS

ANEXO 1

Preparacion de FLS (Ceulemans & Ludwig, 2002), se ajusta a pH fisiologico (7.4+0.1) con
HC1 0.1 N.

Compuesto Cantidad (g/L)
KCl 1.7983
NaCl 6.3118
NaHCO3 2.1842
CaCl 44.4 mg/L
MgCl, 47.6 mg/L
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ANEXO 2

Para el estudio se utilizo el método analitico para Fosfato Sodico de Dexametasona
desarrollado y validado por Veldzquez-Tapia, 2018 utilizando como parametros y criterios

de aceptacion los siguientes:

e Precision del sistema: % C.V de la respuesta analitica debe ser < 1.5%.

e Linealidad del sistema: El r* de la relacion entre la concentracion y la respuesta
analitica debe ser >0.98 y el IC (1) no debe incluir el cero.

e Linealidad del método: el valor de la r* de la relacion cantidad adicionada vs
cantidad recuperada debe ser r’yx >0.98, el IC (B1) debe incluir la unidad y el
%C.V.yx no debe ser mayor al 3%. Segun el porcentaje de recobro el IC (p) debe
incluir el 100% o el promedio aritmético del % de recobro debe incluirse en el
intervalo de 97-103% con un %CV no mayor de 3%.

e Exactitud y repetibilidad del método: El IC(un) debe incluir el 100% o el
promedio aritmético del % de recobro se debe incluir en el intervalo de 97-103%.
El %CV del porcentaje de recobro no debe ser mayor de 3%.

e Precision del método: el % CV del contenido quimico no debe ser mayor al 3%.

Previo a la seleccion del método se realizaron barridos espectrofotométricos a los excipientes
y al principio activo para asegurar que no existiera ninguna interferencia en la lectura. Las
muestras se analizaron por espectrofotometria UV en un equipo UV-Vis (Cary 100 Varian®),

a una longitud de onda de 243 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm.
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Parametro

Precision del sistema

Linealidad del sistema
Exactitud y repetibilidad

del método

Linealidad del método

Precision del método

Resultado

%CV=0.7224

R?*=0.9999
IC (B1)=0.0297, 0.0287
Promedio= 101.78
%CV=2.0105
IC (w)=99.6322, 103.9278
Promedio= 99.8679
%CVy/x=1.4943

R v/x=0.99052
IC (B1) = 0.9634, 1.1050

IC ()= 98.7208, 101.0151

%CV=2.5037
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ANEXO 3

Oficio de aprobacion del protocolo de investigacion por el CICUAE-FESC.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO

DE LOS ANIMALES EN EXPERIMENTACION

VNIVER:DAD NACJONAL CICUAE-FESC
AVFN"MA DE OFICIO: FESC/CICUAE/11/04/2019
MEXICO

DR. JOSE JUAN ESCOBAR CHAVEZ
ACADEMICO DE LA FES-CUAUTITLAN
PRESENTE

En respuesta a las correcciones solicitadas (segtn oficio FESC/CICUAE/04/03/2019) por el Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion CICUAE-FESC a su protocolo de experimentacion
“Disefio y caracterizacion de insertos oftalmicos cargados con dexametasona como nueva forma

farmacéutica de uso veterinario para el tratamiento de afecciones inflamatorias en perros”.
Clave de registro CICUAE-FESC C 19 01.
El comité le notifica:

Las correcciones solicitadas fueron solventadas satisfactoriamente.
Por lo que la resolucion del Comité fue APROBAR el presente protocolo.

Se le solicita notificar por escrito a este Comité cuando su proyecto experimental con los animales quede
concluido.

Sin otro en particular, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU” //
Cuautitlan Izcalli Estado de México a 3 de abril de 2019.

VICEPRESIDENT]AE DEL, CICUAE-FESC

CICUAE

M. en D. OLEIA ADAMS VAZQUEZ. FESC

C.c.p. Archivo CICUAE-FESC
CMM/cmm
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ANEXO 4

Fotografias que muestran el estado de contencion de los animales durante las pruebas
realizadas. Todas las fotografias fueron tomadas con camara Canon® EOS REBEL T6 con
lente EFS 18-55 mm sin flash y no fueron editadas para la publicacioén de las mismas.

i)
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iii)
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iii)

Se observa la manera en que los animales fueron contenidos durante su
manipulacién, no fue necesario el uso de un cepo, por lo que la técnica utilizada
implica un menor estrés en el manejo de los animales.

Colocacion del inserto ocular o las gotas de acuerdo al tratamiento asignado. Para
la colocacion del inserto las pinzas que se utilizaron fueron previamente
esterilizadas.

Los conejos se mantuvieron Gnicamente contenidos en sus jaulas sin el uso de
otro aditamento durante toda la prueba, con la finalidad de no estresarlos y de
evaluar si el inserto se salia del ojo o que causara irritacion como para que el
conejo intentara retirarlo con las patas.
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