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1. Introduccién

Las sustancias que presentan actividad farmacoldgica y que puedan identificarse por sus
caracteristicas fisicas, quimicas o acciones bioldgicas; y provengan de una fuente natural,
sintética o biotecnoldgica, se conocen como farmacos, los cuales se identifican como
principios o ingredientes activos en los preparados farmacéuticos (Secretaria de Salud,

1997).

Los farmacos per sé carecen de caracteristicas adecuadas para ser aplicados directamente
en los diversos sitios del cuerpo humano. Para ello, se requiere que se mezclen y procesen
con otras sustancias que les confieran propiedades que permitan, tanto que se liberen,
absorban y distribuyan; asi como que sean tolerados por el organismo, incluso de
“protegerlos” de las diferentes condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo. Las
cuales podrian obstaculizar que desempefien la actividad farmacoldgica que los caracteriza.

Dichas sustancias se denominan excipientes.

Las formas farmacéuticas son un conjunto de excipientes que, al estar dispuestos junto con
el farmaco permiten su dosificacién, asi como que el preparado presente las caracteristicas
para una mejor funcionalidad terapéutica, de fabricacidon, o estabilidad (Robles, 2011).
Pueden presentarse como sdlidos, por ejemplo: capsulas, tabletas, implantes; liquidos como
las soluciones, suspensiones y emulsiones; o semi-solidos, como los geles. Los dos primeros
(sélidos y liquidos) en combinacidon con sustancias en estado gaseoso dan lugar a los

aerosoles.



Finalmente, de acuerdo con el articulo 221, capitulo IV de la Ley General de Salud, los
medicamentos son aquellos que contienen uno o mas principios activos, con caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas identificables; dispuestos en formas farmacéuticas que pueden

tener un efecto preventivo, terapéutico o rehabilitatorio.

Una de las clasificaciones de las formas o preparados farmacéuticos es acorde a la via de
administracion a la que estan destinados. Para la absorcion del ingrediente en el tracto
gastro - intestinal se utiliza la oral, siendo la mas comun. Existen algunas otras tales como
la otica (dirigida al oido), dérmica (dirigida a la piel) y oftalmica (dirigida al ojo), por

mencionar algunas.

Disefiar y desarrollar medicamentos para via oftdlmica representa un reto dada la fisiologia
ocular. Las formas farmacéuticas mas comunmente utilizadas han sido los colirios y

unglentos.

Por un lado, los colirios son preparados en forma de disolucion, suspension o emulsion,
(Baranowski, Bozena Karolewicz, et al., 2014) que contienen ingredientes que permiten que
sean isotdénicos, presenten determinado pH, cierta viscosidad y en algunos casos que
protejan al farmaco de la oxidacidén (antioxidantes). Pueden acondicionarse en envases
multidosis o dosis Unica. Para el primero caso, ademas de fabricarlos en condiciones
estériles, se le agregan agentes antimicrobianos que impiden el crecimiento de
microorganismos que pudieran contaminar el preparado tras repetidas administraciones
(conservadores); mientras que para el segundo es indispensable que sea estéril desde su

fabricacidon hasta el momento en que se administre el medicamento.



Si bien los colirios son relativamente faciles de aplicar (Kumari, Anita, Sharma, Pramod K.,
Garg, Vipin K., Garima, 2010), presentan algunas desventajas como la pérdida del volumen
aplicado por mecanismos como el parpadeo, produccion de lagrimas y regeneracion de la
pelicula lagrimal (de 2 a 3 minutos). El tiempo que el fdrmaco permanece en contacto con
la superficie ocular no es el suficiente, pues el conjunto de mecanismos mencionados, hacen
gue se remueva en tan sélo 15 o 30 segundos, obstaculizando la absorcién. (Gaudana et
al., 2010). Subsecuentemente, se ve afectada la biodisponibilidad; del total de la dosis
aplicada se conserva sdlo del 1 al 10%. (Kumari, Anita, Sharma, Pramod K., Garg, Vipin K.,
Garima, 2010). Ademas, para que el farmaco pueda penetrar el ojo se requiere mantener
cierta concentracion del farmaco en el sitio de aplicacién lo que puede llevar a incrementar
la concentracién del principio activo en el preparado o administrar el medicamento de
manera repetida en periodos cortos de tiempo. Esto puede aumentar el riesgo de presentar
reacciones adversas al sobre pasar la dosis recomendada. Otra de las desventajas es la
baja permeabilidad a través de la cérnea, la cual es la primera linea de defensa ante
sustancias ajenas al organismo, como la penetracion de farmacos (Kumari, Anita, Sharma,

Pramod K., Garg, Vipin K., Garima, 2010).

Otra desventaja inherente a los colirios es la alta frecuencia en la administracion, lo que
puede tener un efecto negativo en el apego al tratamiento por parte del paciente
(adherencia terapéutica). De manera general, son aplicados cada 4 hasta 6 horas, sin
embargo, esto varia de acuerdo a la posologia definida para cada padecimiento Por ejemplo,
en una prescripcion habitual de dexametasona (fosfato sdédico), se aplican dos gotas de
solucién oftalmica al 0.1% cada cuatro horas sobre el saco conjuntival (Goodman and
Gilman, 1996). De manera especifica, para tratar condiciones agudas de inflamacién se

recomienda aplicar 1 gota cada 30 minutos; para la escleritis, de una a dos gotas cada 2 o
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3 horas durante una semana (UNAM, 2018). Por otro lado, se encuentran los ungientos,
formas farmacéuticas sélidas o semi-sélidas que regularmente contienen aceite mineral y
una base de hidrocarburos (petrolato) que presentan un punto de fusién cercano a la
temperatura corporal (Baranowski, Bozena Karolewicz, et al., 2014). Son dutiles para
suministrar antibidticos, entre otros farmacos (Goodman and Gilman, 1996). Una vez
aplicado el ungliento, se convierten en gotas pequefias que permanecen en contacto con el
saco conjuntival, aumentando la biodisponibilidad. Debido a que pueden producir vision

borrosa e irritacién, se recomienda aplicarlo durante la noche. (Baranowski et al., 2014).

La importancia del presente trabajo, radica en mostrar como la tecnologia de las
microemulsiones es Gtil para mejorar la solubilidad, permeabilidad, biodisponibilidad y de
los ingredientes activos aplicados por via oftdlmica, con el objetivo de minimizar no soélo el
impacto en la seguridad del preparado, sino también en la falta de adherencia terapéutica
propiciada por la alteracién en la visidon y la alta frecuencia en la administracién del

medicamento, debido a la eliminacién del mismo por los mecanismos naturales del ojo.

11



2. Objetivos

L.

I1.

I1I.

IV.

Describir las estructuras y rutas del ojo asociadas a la absorcién de farmacos.
Detallar los componentes, métodos y herramientas experimentales para la
formulacion de las microemulsiones.

Describir a las microemulsiones como sistemas de liberacion oftalmica.

Exponer las ventajas y desventajas de las microemulsiones como sistemas de
liberacién oftalmica.

Especificar las pruebas de calidad y caracterizacion de las microemulsiones

oftalmicas.

12



3. Hipotesis

Si las microemulsiones poseen caracteristicas fisicoquimicas que tengan efectos sobre la
liberacidon, tiempo de permanencia, absorcidn y biodisponibilidad de los farmacos en el ojo,
entonces épodrian ser utilizadas como tecnologia o forma farmacéutica alternativa a las

convencionales, para principios activos dirigidos a la via oftalmica?

13



4. Antecedentes

4.1 Fisiologia del Ojo

El ojo es un sistema dptico compuesto por superficies refractantes (Furlan, Walter; Garcia
Monreal, Javier; Munoz Escrivd, 2003). Ademas, cuenta con diversos mecanismos de
defensa. Dependiendo de la amenaza, es la estructura que reacciona como mecanismo

protector.

En caso de que se presente algun agente mecanico, la defensa mas comun es el parpadeo
provocado al estimular pequefias vellosidades que se encuentras encima del parpado
(pestafias). Las sustancias quimicas pueden ser removidas por medio de las lagrimas;
ademas, el ojo cuenta con una barrera protectora del epitelio corneal, que estd hecha de 5
a 7 capas de células. Para actuar contra agentes bioldgicos, la pelicula lagrimal contiene
mucinas. Por otro lado, la microbiota impide el crecimiento de otros agentes bioldgicos,
ademads, se pueden encontrar células denominadas Asesinas Naturales que restringen la
diseminacion de infecciones virales. El epitelio corneal y la capa de Bowman funcionan como
barreras fisicas contra la penetracion de microorganismos patdgenos. La membrana de
Descemet resiste la protedlisis provocada por infecciones corneales. (Skalicky, 2016). Cada

estructura del ojo cumple con una funcién importante.

La anatomia del ojo comprende tres tunicas o capas:
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A) Tunica fibrosa. Es la mas externa, brinda soporte y proteccién al ojo. Sirve de andamio
para los musculos externos y también para aquellos implicados en el proceso de enfoque.

La componen las estructuras cornea y esclerdtica.

B) Tunica vascular o Uvea. Realiza diversas funciones ademas de contener las rutas para
los respectivos componentes de la linfa y sangre; tiene la propiedad de secretar y absorber
el humor acuoso. Controla la forma del cristalino y determina la cantidad de luz que pasa a

través del ojo. Esta integrada por el cuerpo ciliar, iris y coroides.

C) Tunica nerviosa o interna. La estructura que la compone es la retina, la cual esta
conformada por una capa delgada pigmentada y otra llamada nerviosa. La regidn
pigmentada absorbe la luz incidente. Los receptores de esta desencadenan interacciones
bioquimicas que involucran a la regidn nerviosa para el procesamiento que integra la

informacién obtenida del estimulo visual (Martini, 2007).

Las estructuras que conforman al ojo se pueden dividir con base en el segmento en el que
se encuentran: anterior y posterior se muestran en la Figura 1. El primero comprende
estructuras como el iris, la cérnea, pupila, conjuntiva, cuerpo ciliar, cavidad anterior y
posterior, humor acuoso y cristalino; mientras que la segunda incluye al humor vitreo,

esclerdtica, coroides, retina, macula y nervios (Addo, 2016).
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- - - . Segmento posterior

Figura 1. Anatomia del ojo
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4.1.1 Estructuras del Segmento Anterior

El 90% de las formulaciones oftalmicas estan destinadas a la aplicacion tdpica, sin embargo,
se presentan algunas limitaciones de absorcion y biodisponibilidad del farmaco dada la
anatomia y fisiologia del 0jo. A continuacién, se describen las porciones del ojo que se ven

implicadas.

Si se describe al ojo desde la porcidn mas externa (segmento anterior) a la mas interna
Humor Vitreo

(segmento posterior), se encuentra en primera instancia la superficie ocular. Esta se

encuentra constituida por la pelicula lagrimal, conjuntiva, cérnea y la uniéon cérneo-

esclerdtica. (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011)
Pelicula Lagrimal

Se encuentra sobre la superficie ocular. Se describe como una capa lineal y fluida que abarca
desde la capa bulbar conjuntival superior hasta la inferior, por encima de la cornea. El

volumen total de esta es de 7 a 10 microlitros. (Skalicky, 2016)
Esta constituida por varias capas las cuales se muestran en la Figura 2:

A. Glucocalix. Se trata de la capa mas interna, constituida por una red de glucocalix
adherida a las microvellosidades de las células epiteliales de la conjuntiva y cérnea.
Le confiere naturaleza polar a la superficie ocular, ademas de hacerla hidrofilica.

B. Moco. Esta constituida por mucinas (glucoproteinas), agua y electrolitos. Las mucinas

juegan papeles importantes:

17



» Mantienen el contenido de agua y confieren viscosidad al moco.

> Potencian la lubricacién de la conjuntiva, lo que permite el libre movimiento de una
sobre otra durante el parpadeo o movimiento ocular.

> Protege a las células epiteliales adyacentes de cuerpos extrafios.

» Funciona como reservorio para inmunoglobulinas.

» Promueve la humectabilidad de la superficie al superar la hidrofobicidad del epitelio
corneal.

C. Capa acuosa. Casi la totalidad de esta capa es secretada por la glandula lagrimal.

Tiene la capacidad de regular el pH y la osmolaridad de las lagrimas, lo cual es
indispensable para la funcidén y supervivencia de las células epiteliales. Ademas,
cuenta con proteinas que participan en la eliminacién de microorganismos patégenos:
Inmunoglobulina A (se une y opsoniza antigenos), Lisozima (dafa la pared celular de
las bacterias), Lactoferrina (inhibe la proliferacion bacteriana al unirse al hierro).

D. Capa lipidica. Esta constituida por triglicéridos, colesterol, acidos grasos, lipidos

anfipaticos (que permiten la mantener contacto con la capa acuosa), proteinas,
hidrocarburos y ésteres. Cumple funciones como evitar la evaporacién de la capa

acuosa, asi como su derramamiento sobre el parpado.

Epitelio

c B

Figura 2. Capas de la pelicula lagrimal de la interna a la externa (A)Glucocalix. (B)Capa de moco
compuesta de mucinas. (C) Capa acuosa. (D) Capa lipidica.




La cornea y conjuntiva son las estructuras mas cominmente asociadas a las principales
rutas de absorcién de farmacos. Sin embargo, se reporta en la literatura que la esclerética
funciona como una ruta alterna. De estas tres, la ruta primaria es la transcorneal, la cual
permite el paso a farmacos pequefios y lipofilicos; mientras que la ruta transconjuntival es
secundaria, y permite el paso a moléculas mas grandes e hidrofilicas. Ambas conducen el
farmaco al segmento anterior. Por otro lado, aquellos farmacos dirigidos al segmento
posterior, son conducidos a su sitio de accion a través de la ruta transesclerética (Levin,

Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).
Cdrnea

Se trata de un tejido transparente y avascular, que cubre un sexto de la superficie total del
0jo, mientras que la esclerdtica ocupa el resto. Esta, ademas de proteger las estructuras
que se encuentran en el interior del ojo, provee de integridad al globo. Posee propiedades
opticas de refraccién y transmitancia de la luz (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver

Hoeve, 2011).

La cérnea estd compuesta de cinco capas. A continuacion, se representan en la Figura 3 y
se describen en orden de la mas superficial a la mas interna: epitelio, capa de Bowman,
estroma, membrana de Descemet y endotelio. (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver

Hoeve, 2011).
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A. Epitelio. Estad conformado por células escamosas, células aladas, desmosomas y células

epiteliales basales. Es de los tejidos mas inervados del cuerpo con 16,000 terminales
nerviosas por milimetro cuadrado; lo que representa alrededor de 2.2 millones de
terminaciones nerviosas. La capacidad sensitiva de la cdérnea se puede ver disminuida
por enfermedades, procedimientos quirdrgicos, después del uso lentes de contacto o
tras la aplicacién de medicamentos tdépicos tales como anestésicos y analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos (AAINES).
En la literatura se describe al epitelio como una barrera hidrofébica (Chen et al., 2018)
de baja permeabilidad dado que las células escamosas se encuentran rodeadas por
bandas de uniones oclusivas, también llamadas en latin Zonula occludens y en inglés
tight junctions; lo que implica que en la regién intercelular se evita el paso a la regién
del estroma, de iones, agua y aquellos fluidos provenientes de las lagrimas. Ademas,
protege a la céornea de microorganismos patdgenos. Estas uniones estdn conformadas
por proteinas transmembranales denominadas Z0O-1, JAM-A, ocludina, ocludina-1 entre
otras (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011). Respecto a los farmacos,
las uniones oclusivas retardan su permeacion paracelular, lo que limita la permeabilidad
corneal a moléculas ionizadas e hidrofilicas (Achouri, Alhanout, Piccerelle, Andrieu, et
al., 2013).

B. Capa de Bowman. Se encuentra por debajo del epitelio y por encima del estroma. Esta

compuesta de fibras de colageno tipo I. Sirve de barrera protectora contra el trauma e
invasion microbiana (Pavelka, Margit; Roth, 2015).

C. Estroma. Es la capa mas gruesa de la cérnea, representando un 90% de la misma. Se
encuentra constituida principalmente por arreglos laminares de fibrillas de coldgeno por

lo que es transparente; ademas, le confieren resistencia contra la tensiéon que pudiera
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presentarse en el tejido corneal (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).
Presenta un alto contenido de agua, lo que hace que sea una capa impermeable a
moléculas hidréfobas o lipofilicas. Referente al tamano de las moléculas, sdlo aquellas
menores a 50,000 Da podran ser difundidas a través del estroma (Achouri, Alhanout,
Piccerelle & Andrieu, 2013).

Esta capa también contiene proteoglicanos, que proveen de volumen al tejido y
mantienen el orden en ensamblaje de las fibras de coldgeno; glicoproteinas, sales y
substancias provenientes de queratocitos que, junto con el coldgeno, mantienen la
transparencia del tejido.

. Membrana de Descemet. Se encuentra entre el endotelio y el estroma. Es una membrana

acelular conformada por coldgeno y glucoproteinas. Cuando la cérnea sufre lesiones, la
membrana de Descemet se mantiene intacta. Se considera altamente resistente a
proteinas proteoliticas (Saona Santos, 2006).

Endotelio. Es una barrera de alta permeabilidad. Esta capa se encuentra conformada
por células hexagonales de tamano uniforme. Gracias a su forma geométrica, el
endotelio esta dispuesto de tal manera que sdlo existe un espacio de 20 nm de ancho
entre célula y célula. Estos espacios cuentan con uniones estrechas denominadas en la
literatura internacional como apical macula occludens tight juctions, las cuales le
confieren cierta permeabilidad. La capa previene que el fluido proveniente del humor
acuoso migre al estroma, sin embargo, presenta filtraciones que permiten el paso de
nutrientes provenientes del mismo (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve,
2011).

La funcién principal del endotelio es mantener la transparencia regulando la hidratacion

de la cérnea. En la membrana de las células que lo conforman, se encuentran varias
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unidades de ATPasas (bomba de sodio - potasio) que transportan iones sodio y
bicarbonato fuera del estroma, regiéon que corresponde al humor acuoso. La diferencia
de particulas (solutos) en un compartimento y otro, provoca un gradiente osmaotico que
permite el transporte de agua desde la cornea al humor (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv
F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Los farmacos que atraviesan la cérnea lo hacen por medio de la difusion (mecanismo de
transporte pasivo). Como se describid, cada porcién de la cornea tiene sus propias
caracteristicas, lo cual representa una barrera que limita el paso de los principios activos.
En primer lugar, se encuentra el epitelio, que al igual que el endotelio, presenta un alto
contenido de fosfolipidos, siendo apto para el transporte de moléculas hidrofébicas o
liposolubles. La siguiente es la capa de Bowman que se sabe es impermeable a
electrolitos y permeable a sustancias solubles en grasas. Le sigue el estroma, que por
su composicién a base de agua y glucosaminoglucanos permite el paso de moléculas
hidrofilicas. Finalmente, tras pasar la membrana de Descemet el endotelio hace posible
la difusion de farmacos hidrofobicos o liposolubles (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.;
Stanford, 2013).

Dada la naturaleza anfifilica de la cérnea, es recomendable que los ingredientes activos
estén tanto en su forma ionizada como no ionizada. La segunda podra ser transportada
por el epitelio, mientras que, la primera pasara a través del estroma capa de Bowman y
endotelio. Es aqui donde el pH juega un papel importante. Si bien los preparados
oftdlmicos contienen soluciones amortiguadoras, ya sea para mantener la estabilidad del
farmaco o para causar la menor irritacion posible; el pH lagrimal (entre 6.5 y 7.6) por si

mismo provee de un ambiente acido-base capaz de generar ambas formas del principio
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activo (ionizada y no ionizada) mejorando su permeabilidad a través de las cinco capas

de la cornea (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).

Capas de la cornea

Epitelio
(apa de Bowman
Capas Lipofilicas —_—
Estroma
Capa
Hidrofilica —
Membrana de Descemet
Endotelio

Figura 3. Capas de la cornea




Conjuntiva

Se trata de una superficie mucosa que se extiende desde la unién de la esclera con la cornea
hasta los limites del parpado y carincula. Su estructura comprende la férnix, regiéon bulbar

y palpebral (Holland, Edward J; Mannis, Mark J; Lee, 2013).

La conjuntiva bulbar consta de una capa de epitelio secretor no queratinizado que cubre el
globo ocular. Contiene células que le confieren permeabilidad selectiva, asi como células
epiteliales que forman complejos con glucocalix que forma parte de la pelicula lagrimal. Por
otro lado, el férnix, se encuentra entre el segmento bulbar y palpebral. En ella se encuentran
las células caliciformes que se encargan de sintetizar mucinas que permiten la eliminacién
de alergenos y poseen actividad antimicrobiana. Asimismo, son capaces de secretar
electrolitos y agua a través de la sintesis de proteinas que participan en el trasporte de
estas (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011). También presenta glandulas
de Krause que proveen los componentes que forman a la capa acuosa de la pelicula lagrimal.
Por ultimo, la seccidn palpebral recubre la superficie interna de los parpados. Se subdivide

en marginal, tarsal y orbital.
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Estas estructuras en conjunto son de importancia, dado que protegen a los tejidos blandos
del globo ocular y de los parpados; y proveen de componentes que mantienen la capa

acuosa y mucosa de la pelicula lagrimal (Holland, Edward J; Mannis, Mark J; Lee, 2013).

Como se mencionaba, la ruta transconjuntival permite la difusién pasiva de moléculas
hidrofilicas y de mayores dimensiones, en comparacién con la ruta transcorneal. Esto se
debe a que el espacio que existe entre las células (uniones oclusivas) es menos estrecho
que en el tejido corneal (Skalicky, 2016). Los inconvenientes de emplear medicamentos
topicos para su aplicaciéon en la conjuntiva consisten en el poco tiempo de contacto con la
superficie de la misma, debido a mecanismos como parpadeo y produccién de lagrimas; y
el riesgo de que el farmaco penetre a circulacién sistémica por medio del plexo venoso
ubicado en el estroma conjuntival o por medio del ducto nasolagrimal (Bye, Louise A.; Modi,

Neil, C.; Stanford, 2013).

Union cornea-esclerotica

Limbus, en inglés, es una regidn que se encuentra entre la esclera y la cérnea. En un
extremo colinda con las fibras de colageno de la esclerdtica; y en el otro con la membrana
de Descemet y la capa de Bowman (cérnea). Funciona como una barrera que previene el
crecimiento de la conjuntiva encima de la cérnea (Holland, Edward J; Mannis, Mark J; Lee,

2013).

Cristalino

Es un tejido transparente y biconvexo que se encuentra detras del iris. Estd unido a
ligamentos suspensorios que lo mantienen en su sitio (Chen et al., 2018). Carece de

vascularizacion, por lo que adquiere nutrientes del humor vitreo y acuoso.
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Tiene la capacidad de absorber luz ultravioleta, lo que protege a la retina. Asimismo, por
su alto contenido proteico mantiene su indice de refraccién, lo que permite que contribuya
a la refraccion de la luz que se dirige hacia la retina (Garcia-Feijod, Julidn; Pablo-Julvez,

2012).
Iris

Es una estructura pigmentada que posee una regidn anterior, conformada por la capa del
estroma; y la posterior compuesta por dos capas de epitelio. Cabe mencionar que, la

superficie anterior no representa una barrera para solutos o fluidos.

El estroma estd compuesto de fibroblastos, melanocitos, capilares sanguineos, y presenta
colageno en abundancia. Las capas de epitelio, a diferencia de la porciéon anterior, no
presentan pigmentacién. Por otro lado, se encuentran el musculo constrictor (esfinter) y el
musculo dilatador que actuan en conjunto para modificar la apertura de la pupila (region

central del iris) regulando asi la cantidad de luz incidente (Skalicky, 2016).
Pupila

Es una abertura de diametro variable que restringe el paso de la luz hacia estructuras mas

internas (Skalicky, 2016). La pupila tiene diferentes funciones en la fisiologia del ojo:

> Regula la intensidad de la luz incidente, permitiendo maximizar la percepcién visual
por optimizacion de la iluminacién en la retina. En presencia de luz tenue, el muasculo
dilatador del iris (el cual estd inervado con terminaciones simpaticas) se contrae
involuntariamente, dilatando la pupila (Rogers, 2010); por otro lado en presencia de
luz brillante la pupila se contrae (miosis) por accién del musculo esfinter, porcion

inervada por terminaciones parasimpaticas (Rogers, 2010). Esta presenta un tamafio
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estandar alrededor de 4 mm de diametro (Furlan, Walter; Garcia Monreal, Javier;
Mufioz Escriva, 2003), sin embargo, si en estado basal este fuera menor, se podria
tener una mejora en la calidad de la imagen. Esta cualidad disminuye las aberraciones
cromaticas y esféricas (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

» Si la pupila presenta una menor apertura, se limita la entrada del rayo luminoso al
centro de la cérnea y cristalino; las regiones periféricas de estas estructuras producen
mayores aberraciones cuando las atraviesa la luz incidente (Levin, Leonard A.;
Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

> La profundidad de enfoque es producida por el pequefo diametro de la pupila, el cual
reduce el error de refraccidon, obteniendo un mejor enfoque al observar objetos

cercanos (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).
Cuerpo Ciliar

El cuerpo ciliar es una estructura que tiene una forma similar a la de un toro. Es continua
con el iris y la coroides, que en conjunto conforman una de las tres tunicas del ojo, la Uvea
(Skalicky, 2016). Como se muestra en la Figura 4, el cuerpo ciliar se encuentra sub-dividido
en tres regiones: estroma, musculo y epitelio. También se divide en dos areas, pars plana
(region posterior) y pars plicata (regidon anterior). La segunda se encuentra altamente
vascularizada, mientras que la primera es completamente avascular y pigmentada (Bye,

Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).

La llamada pars plicata presenta un centro fibroso y vascularizado, rodeado de epitelio ciliar
doble; cada epitelio presenta distintas caracteristicas, el no pigmentado se encuentra en
contacto con el humor acuoso y se encarga de producirlo. La textura corrugada del tejido

incrementa el area superficial de secrecién del humor. Por el contrario, la otra parte del
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epitelio se encuentra pigmentada y es contigua al estroma (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.;
Stanford, 2013). Por otro lado, la parte muscular del cuerpo ciliar estd conformado por tres
tipos de fibras: las radiales, circulares y longitudinales (Skalicky, 2016); se encuentra unido
al ligamento suspensorio del cristalino, también llamado zénula de Zinn. Cuando se contrae
el musculo, la zénula libera tensidn, lo que permite al cristalino incrementar su curvatura
para refractar la luz hacia la retina. A este cambio o acomodo de forma se le conoce como
“enfoque” 0 accommodation en inglés (Lens, Al; Nemeth, Sheila Coyne; Ledford, 2008). Por
ultimo, el estroma es tejido conectivo relajado y altamente vascularizado. En este se

concentra el fluido remanente de donde se secret6 el humor acuoso (Skalicky, 2016).

Conjuntiva  Cuerpo ciliar — yuceiio ciliar

~ _—Estroma ciliar

. 7\ /
M w’
Esclerdtica ’ = 1 , __ Epitelio

Iris : s 2 e Pars plana
Cémara o BN |
anterior )’o. 1R s . ParS p/lcata
Comea BN . Ligamentos

suspensorio

Cristalino

Figura 4. Cuerpo Ciliar




Humor acuoso

Se le denomina humor acuoso al liquido que ocupa los espacios de la cavidad posterior y
anterior del ojo (Goel et al., 2010). La circulacion de este genera presion en el interior del
ojo (presién intraocular; valor de referencia de 15 mmHg), la cual permite que el globo
mantenga su forma. Adicionalmente, nutre estructuras aledafas como la cérnea, esclerdtica
y red trabecular. En su contenido se encuentra una baja concentracién de proteinas (valor
de referencia de 20 mg/100 mL) y alta de ascorbato. Un aumento en la concentracion de
las proteinas puede ser indicio de dafio en la barrera hematoacuosa, lo que permite su
filtracidon al humor acuoso, especificamente de aquellas provenientes del plasma. Si se hace
incidir un rayo luminoso en la cavidad anterior, es posible observar turbidez o presencia de
particulas. Este fendmeno se conoce como efecto Tyndall; consiste en que las particulas
(proteinas) que, por su tamafo no es posible verlas a simple vista y se encuentran dispersas
en un medio (humor acuoso) reflejan la luz, lo que permite que sean detectadas por el o0jo
humano. Por otro lado, la literatura indica que el ascorbato se encuentra 20 veces mas
concentrado en el humor acuoso que en el plasma (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.;
Ver Hoeve, 2011). En una persona sana, el ascorbato se encuentra una concentracion de

alrededor de 40 a 80 mM (Witmer et al., 2016). Si se realiza el calculo para conocer la

29



cantidad aproximada de este en el humor acuoso con base en la aseveracion antes
mencionada, se obtiene un valor de 0.8 M a 1.6 M. El ascorbato tiene un papel importante
en la composicidon de este fluido puesto que funciona como antioxidante, absorbe la luz
ultravioleta y mantiene el equilibrio del estado sol - gel de los mucopolisacaridos presentes
en la red trabecular. El humor acuoso también contiene iones como el cloro; aminoacidos,

glucosa, urea, nitrégeno y oxigeno (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Este fluido se forma por medio de los mecanismos de difusion, ultrafiltracion y secrecion
activa. El primero consiste en el transporte de solutos, principalmente liposolubles, a través
de las membranas de los tejidos de la cavidad posterior. En el segundo, se transportan
principalmente agua y moléculas solubles en agua desde el endotelio del cuerpo ciliar hasta
el estroma del mismo debido al aumento de la presidn hidrostatica y al gradiente osmético
(Goel et al., 2010). El altimo mecanismo, secrecion activa, es responsable de la formacién
del 80 al 90% del total de humor acuoso (Pietrowska et al., 2018). Consiste en generar un
gradiente de solutos en la porcion posterior de la cavidad ocular de tal manera que se lleve
a cabo un equilibrio osmético por el transporte de agua. Para lograrlo, las células epiteliales
no pigmentadas del cuerpo ciliar transportan, a través de ATPasas, iones sodio e introducen
iones potasio. Posteriormente las mismas células liberan de manera pasiva bicarbonato y
cloruro. Finalmente, por la presidn osmotica generada por los iones mencionados, el agua
migra desde el estroma vascularizado del cuerpo ciliar hasta la cavidad posterior. No sélo
se transporta agua, también acido ascérbico, glucosa y aminoacidos (Fautsch, Michael P.;

Johnson, 2006).

El humor acuoso fluye por dos vias:
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1. Através de la red trabecular y el canal de Schlemms (ruta convencional) para circular
fuera de la cavidad anterior.
La red trabecular se describe como una estructura porosa con forma triangular
compuesta por la red uveal, corneoescleral y juxtacanalicular (Abu-Hassan, Diala W;
Acott, Ted S; Kelley, 2014). Las capas mas externas poseen caracteristicas
fagociticas, lo que permite remover restos celulares dispersos en el humor acuoso.
El canal de Schelemms posee un endotelio con uniones ocluyentes que funcionan
como una barrera para el paso de fluidos. Las células que forman las uniones forman
enormes vacuolas de drenaje donde migra el humor acuoso.

2. Y por medio del musculo ciliar y otros tejidos (no convencional). El humor acuoso se
forma desde la cavidad posterior del globo ocular una vez que se haya llenado, este
fluido pasa a través del cristalino y pupila, y rodea al iris hasta ocupar la cavidad anterior.
Tan sélo el 10% del humor acuoso sale por esta via. Cabe resaltar que el transporte del
humor acuoso a través y alrededor de otras estructuras del ojo permiten nutrir la cérnea

y cristalino, ademas de remover residuos metabdlicos (Pietrowska et al., 2018).

Estos mecanismos de circulacion del humor acuoso son de importancia, dado que
permiten regular la presidn intraocular. Los pacientes que presentan hipertension ocular
no han mostrado alteraciones en la cantidad de humor acuoso producido, sin embargo,
aquel que circula para desocupar la cavidad anterior se ve reducido en una tercera parte
(Civan, 2008); es decir, el aumento en la presién intraocular estd mayormente influida
por una disminucion en el volumen de humor acuoso liberado de la cavidad anterior para
desembocar en el sistema sanguineo (Pietrowska et al., 2018), que el que se produce

en la cavidad posterior.
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Algunos parametros farmacocinéticos medidos en farmacos de uso oftalmico son la
concentracién maxima, porcentaje de absorcién, distribucion, aclaramiento y vida
media; en los cuales se usa de matriz bioldgica el humor acuoso. Disponer de esta
informacién puede ser de utilidad en el proceso del disefio de la formulacion del

medicamento a desarrollar (Pietrowska et al., 2018).

4.1.2 Estructuras del Segmento Posterior

Esclerdtica

Consiste en una capa blanca, opaca, esférica y vascularizada (en la epiesclera), que cubre
la regidn posterior del globo ocular. La opacidad se le atribuye a la capacidad que posee de
dispersar la luz en todas las longitudes de onda posibles. Estd compuesta en su mayoria
por fibras de colageno, y en menor proporcion de elastina. Se divide en tres secciones:
anterior, ecuatorial y posterior. La primera se encuentra en contacto con estructuras como

la conjuntiva y cérnea (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Como se mencionaba anteriormente, la esclerética es una de las rutas para la absorcién de
farmacos. Gracias a que esta puede arribar a tejidos como la retina y el humor vitreo. Para
conseguirlo se requiere el uso de métodos invasivos (inyecciones intraoculares), lo cual es

poco tolerado por los pacientes.

Esta estructura se encarga de proteger otros tejidos que pudieran ser mas susceptibles al
dafno. Ademas, mantiene la forma del globo ocular gracias a su rigidez. Esto es importante

ya que, de sufrir algun trauma, la retina podria resultar dafiada, afectando la visién.
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Funciona también como andamio para los musculos extraoculares como se muestra en la

Figura 5 (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Esclerdtica

Musculos
extraoculares

Iris

Pupila

Figura 5. Esclerdtica y musculos extraoculares.

Coroides

Una de las tunicas que conforman al globo ocular es la Uvea (Rogers, 2010). En la regidn
posterior de esta se encuentra la coroides, una estructura situada entre la retina y la
esclerdtica. Cuenta con una seccidon llamada Membrana de Bruch, la cual presenta una parte

interna situada junto al epitelio pigmentado de la retina, seguida de fibras elasticas y la
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region mas externa esta préoxima a los capilares. También contiene otra denominada capa
vascular, que como su nombre lo indica, se encuentra altamente vascularizada. A su vez,
comprende tres regiones: la capa capilar o coriocapilar, la capa de vasos medianos y la capa
de vasos de mayor tamafio. Por encima de la coroides y por debajo de la esclerdtica, se
encuentra el espacio supracoroidal, el cual provee a la primera estructura de terminaciones
nerviosas y volumen sanguineo. Las arterias que desembocan en el espacio supracoroidal
son las arterias ciliares posteriores larga y corta; y las arterias ciliares anteriores. La
circulacién sanguinea posteriormente desemboca en la capa coriocapilar (Bye, Louise A.;

Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).

La alta vascularizacion de esta estructura cumple un papel importante pues nutre la parte
posterior de la retina y provee de sangre al globo desde la parte interna hasta la externa o

anterior.

Otra de las funciones de la coroides es actuar como disipador de calor y una “trampa” de

luz, ya que absorbe la energia luminosa excesiva que incide en la retina (Skalicky, 2016).

Humor vitreo

El humor vitreo consiste en un gel transparente conformado en un 80% por agua (Skalicky,
2016). En menor proporcion contiene sustancias como colageno y acido hialurénico; la
produccion del ultimo, estd relacionada las células especializadas Ilamadas hialocitos de
Balazs (Rogers, 2010). El humor vitreo comprende subestructuras como la base vitrea, la
corteza, el espacio de Bergers y el canal de Cloquet. Lleva a cabo funciones importantes
como dar soporte a la retina, mantener la claridad de la imagen pues contiene fibras de

coldgeno dentro de una matriz de acido hialurénico, lo cual disminuye la dispersion de la
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luz; ademas de ser una barrera para la difusién de solutos desde la regién anterior del ojo
hasta la posterior, evitando que se concentren en la retina; por otro lado, es reservorio de
glucosa para el metabolismo del cuerpo ciliar y retina, asi como de ascorbato (Skalicky,

2016).

Retina

Se encuentra localizada entre el humor vitreo y la coroides. Comprende 10 capas, el orden
de la mas interna a la mas externa, es el siguiente: I) la membrana interna limitrofe, II) la
capa de fibras nerviosas, III) Capa de células ganglionares, IV) Capa plexiforme interna, V)
Capa nuclear interna, VI) Capa plexiforme externa, VII) Capa nuclear externa, VIII)
Membrana externa limitrofe, IX) Capa fotorreceptora y X) Capa de epitelio retinal
pigmentado (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013). A continuacion, se describen

algunas de ellas.

I) Membrana interna limitrofe. Se encuentra conformada por las protuberancias
internas de células gliales llamadas células de Miiller (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.;
Stanford, 2013). Dentro de sus funciones esta amortiguar el pH extracelular, ser una
barrera ante el transporte de substancias provenientes de la barrera sanguineo-
retinal; provee de lactato a las neuronas de la retina mediante glucélisis anaerobia.
Ademas, participa en la respuesta al dafio de la retina liberando antioxidantes y factor

neurotrépico (Skalicky, 2016).
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III)

IV)

VI)

Capa de células ganglionares. En esta capa se encuentran los cuerpos de las células
ganglionares que integran la informacidn recibida para que posteriormente se dirija
a la capa de fibras nerviosas.

Capa plexiforme interna. Tanto la capa plexiforme interna como externa carecen de
cuerpos celulares, Unicamente se encuentran en ellas los axones o las protuberancias
de las células nerviosas. En el caso de la parte interna comprende células como las

ganglionares, células amacrinas y bipolares.

Capa nuclear interna. Comprende los cuerpos celulares de las células de Miller,
bipolares, amacrinas y horizontales. Estas se encuentran conectadas entre si en
diferentes configuraciones. Las células bipolares en forma de barra conectan con
otras del mismo tipo, asi como a cuatro células ganglionares; en el caso de
aquellas que son planas (también llamadas células bipolares difusas) conectan a
conos con varias células ganglionares. Las bipolares enanas conectan a un cono
con una célula ganglionar enana. En el caso de las amacrinas, que modulan las
sefales de los fotorreceptores a través de neurotransmisores, se enlazan a otras
del mismo tipo, asi como a las ganglionares. Aquellas células localizadas cerca de
las terminales de los bastones y conos son multipolares que contienen pequenas
protuberancias e integran la informacién de las células bipolares y los
fotorreceptores, estas se denominan horizontales. Una vez que reciben el estimulo
de los fotorreceptores, liberan acido gamma-aminobutirico (GABA), lo cual inhibe
la actividad de las células bipolares. Por otro lado, las células de Miller
pertenecientes a las membranas interna y externas limitrofes, hacen contacto con
los vasos sanguineos de la retina, como se mencionaba antes, forman parte de

barrera sanguineo ocular-retinal (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).
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VII) Capa nuclear externa. En ella estan concentrados los nucleos de los fotorreceptores,

los cuerpos de éstos se encuentran en la membrana limitrofe externa.

El papel de la retina en la funcidon ocular ocupa un lugar importante pues contribuye a la
formacion de imagenes regulando los estimulos que traducen en senales cerebrales, por

ejemplo, el cambio en la intensidad de la luz.

Dentro de la estructura de la retina la capa fotorreceptora cuenta con células llamadas conos
y bastones, las cuales captan los estimulos de la luz y los conducen a células intermediarias
(bipolares, horizontales y amacrina); para finalmente emitir una sefial en las células
ganglionares que forman parte de la capa del nervio Optico. Se sabe que los bastones
cuentan con una sustancia llamada rodopsina la cual absorbe la luz incidente. Esta se
encuentra conformada por la proteina opsina y el croméforo 11 cis-retinal, derivado de la
vitamina A. En animales se ha visto que se forma durante la adaptacion a la oscuridad o
ausencia de luz. Una vez que se encuentran en ambientes iluminados, la rodopsina se
transforma en Metaropsina II con lo que se inicia la cascada de sefializacién para la

adaptacién del ojo a la presencia de luz (Skalicky, 2016).

Por otro lado, los conos son los responsables de distinguir entre las diferentes longitudes
de onda de la luz, lo que permite al ojo humano distinguir colores. Existen tres tipos de
conos, uno contiene pigmentos que absorben la luz roja, otro la luz azul-violeta y el tercero
la luz verde. Al visualizar colores, se estimulan en mayor o menor medida cada tipo de

conos lo que determina el cémo se percibe el color (Rogers, 2010).

Otro de los factores que regula la retina en la formacidon de imagenes, es el nivel de detalle
con el que se generan. Para ello, se requiere que el 0jo sea capaz de distinguir entre dos o

mas estimulos en un mismo espacio, lo cual esta relacionado a la agudeza visual. Una
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unidad de agudeza visual es el poder de resolucién de detalle en un minuto de arco (medida
angular) (Rogers, 2010). Para entender este concepto, se puede imaginar un circulo
dividido en 360 partes, una de esas (un grado) se divide en otras 60 partes. La capacidad

del ojo de captar el detalle en ese 1/60 (un minuto arco) esta dado por la agudeza visual.

Fovea

La fovea es una depresidon que se encuentra en la macula IUtea, que a su vez esta localizada
en la region central de la retina; esta formada por el desplazamiento de neuronas retinales
(Remington & Goodwin, 2011), por lo que se concentra una mayor cantidad de
fotorreceptores, especificamente conos, que permiten la percepcion del color y el detalle.
Los conos de esta region son mas elongados que los que se encuentran distribuidos en la

retina, esta forma les confiere un aspecto similar a los bastones.

Por otro lado, la fovea carece de las células fotorreceptoras responsables de la percepcion
de las formas y tamafo en ambientes con poca luz, bastones; que a diferencia de los conos,

no se asocian a la percepcidn del color ni detalle (Skalicky, 2016).

La regidn central de la févea (de 0.4 a 05 mm) (Remington & Goodwin, 2011), es avascular,
lo cual minimiza la dispersién de la luz y permite que esta sea captada por los

fotorreceptores (Skalicky, 2016).

La macula lutea es un area de color amarillo que no sélo comprende a la fovea, en la region
mas interna se encuentra la foveola, que es la curvatura central de la depresion del tejido.

Al exterior de la fovea, se encuentra el area parafoveal y adyacente a esta el area perifoveal;
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en la primera se concentran principalmente las células bipolares y ganglionares que

permiten la transduccion de senales hacia el nervio dptico (Skalicky, 2016).

4.2 Barreras y rutas de absorcion en la fisiologia del ojo.

El ojo, como se describe en puntos anteriores, comprende varias estructuras que
contribuyen en las funciones y proteccién de este. A continuacion, se mencionan aquellas
que pueden considerarse barreras que comprometen el paso de sustancias y/o las rutas

que podrian tomar los farmacos cuando migran a las diferentes porciones del ojo.

La primera linea de defensa con la cual entra en contacto una forma farmacéutica oftalmica
topica es la pelicula lagrimal. Esta superficie que se encuentra cubriendo a la cérnea y
conjuntiva contiene multiples componentes (como las inmunoglobulinas, lisozimas,
mucinas) que protegen a las estructuras aledafias de agentes externos y patdgenos, asi
como cambios osmoéticos o de pH (Barar et al., 2008). Esta barrera se restaura de 2 a 3
minutos. Los colirios en forma de soluciones se remueven en los primeros 15 o 30 segundos

después de su aplicaciéon (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).

Posteriormente, se encuentra la cérnea y en las periferias, la conjuntiva. Estas dos
estructuras se describen en la literatura como las rutas principales para la absorcion de
farmacos; sin embargo, también existe la ruta transesclerdtica que conduce a las sustancias
a la parte posterior del ojo (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011). La ruta

primaria es la transcorneal, la cual esta representada en la Figura 6.

Como se mencionaba anteriormente, la cérnea estd conformada por un epitelio cuya
naturaleza permite el paso de moléculas liposolubles dado que esta integrado por células
(desmosomas) con espacios intercelulares, confiriéndole cierta permeabilidad (Addo,
2016); después se encuentra el estroma que, por estar constituido por un gran contenido
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de agua, colageno hidratado y proteoglucanos, permite el paso de moléculas hidrosolubles.
Adyacente a esta se encuentra el endotelio que por la disposicion de las células que lo
integran, cuenta con espacios intercelulares que contienen uniones estrechas que
Unicamente permiten la difusion de moléculas pequefas, sobre todo si su naturaleza les
permite disolverse principalmente en lipidos (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver
Hoeve, 2011). La disposicién de las capas de la cédrnea asemeja a un sandwich con un
interior que permite el transporte de moléculas hidrofilicas y un exterior apto para las
lipofilicas; por ello, es importante que la forma farmacéutica que se utilice para administrar
el farmaco permita que este pueda disolverse en las regiones lipofilicas e hidrofilicas de la
cornea. Una estrategia que ofrece la literatura, es conservar las forma ionizada y no ionizada

del ingrediente activo (Bye, Louise A.; Modi, Neil, C.; Stanford, 2013).

La solubilidad o disoluciéon del farmaco en lipidos o agua no es la Unica limitante para
atravesar la cérnea, el peso molecular y grado de ionizacién de la molécula también son
importantes. Las moléculas menores a 5 KDa (en sus formas no ionizadas) pueden ser
capaces de pasar a través de las uniones oclusivas del epitelio y endotelio de manera
paracelular (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011). Por otro lado, el epitelio
de la cérnea estd cargado negativamente por la presencia del grupo carboxilo de las
proteinas que conforman las uniones oclusivas (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver
Hoeve, 2011). Las moléculas cargadas negativamente serian repelidas al presentar cargas
iguales, mientras que las positivas podrian formar enlaces idnicos, lo que podria
comprometer la permeabilidad del farmaco (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver

Hoeve, 2011).
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En general, la cérnea tiene una estructura tal que funciona como una barrera para toda
aquella sustancia que entre en contacto con esta. Como se muestra en la Figura 6 (Hornof,
Toropainen & Urtti, 2005), en los casos en el que el farmaco logre librar su estructura, este

podria llegar al humor acuoso y Uvea (cuerpo ciliar e iris) (Barar et al., 2008).

Cuerpo
mos ciliar
acuoso Iris

hematoacuosa

Pelicula lagrimal
Circulacion sistémica

Administracion
topica

5<c)n”_a(1'\5\"::
Coroides

—

|

Figura 6. Diagrama del curso y direccion del farmaco a través del ojo. Modificado de
Hornof et.al (Hornof, Torapainen & Urtti, 2005).

En la region de la Uvea se encuentra la barrera hematoacuosa (Blood-aqueous barrier, en
inglés), la cual corresponde a la porcion anterior del ojo. Esta integrada por el epitelio no
pigmentado del cuerpo ciliar y el endotelio de los vasos sanguineos del iris. Las células de
estos tejidos cuentan con uniones estrechas oclusivas que evitan el movimiento de solutos
al interior de la porcidon anterior, manteniendo el equilibrio quimico (Addo, 2016). Es
importante mencionar que, el mantenimiento del balance de sustancias en la regién anterior

es esencial para conservar la transparencia del ojo (Addo, 2016).

Esta barrera, ademas, regula el paso de sustancias entre la sangre y el humor acuoso como
es el caso de las proteinas; las cuales se encuentran en menor cantidad en el segundo. Por

otro lado, este presenta ascorbato en una mayor concentracidn en comparacion con la
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sangre. Otra de las sustancias a las que limita el acceso desde la sangre al humor, son los

farmacos hidrofilicos (Urtti, 2006).

Por otra parte, se encuentran las rutas no corneales. En el segmento anterior corresponde
a la ruta transconjuntival, que se considera secundaria a la transcorneal. Después de la
pelicula lagrimal se encuentra la conjuntiva bulbar, es decir, aquella que se encuentra en
las periferias de la cérnea (Andrés-Guerrero & Herrero-Vanrell, 2008) Esta via tiene la
particularidad de permitir la difusién pasiva de moléculas hidrofilicas de tamanos desde 20
hasta 40 KDa; los beta bloqueadores y los inhibidores de la anhidrasa carbdnica son algunos
ejemplos. Las uniones oclusivas presentes en la conjuntiva son mucho mas holgados en
comparacién con los de la cérnea (aproximadamente 18 veces mas) (Levin, Leonard A.;

Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Si bien las rutas de farmacos para el segmento anterior son la corneal y la conjuntival, para
el segmento posterior es a través de la esclerotica. La permeabilidad de este tejido a los
farmacos disminuye conforme aumenta la lipofilicidad y el radio molecular. Por otro lado, la
esclerdtica cuenta con poros que se encuentran cargados negativamente, lo que
compromete el paso de las moléculas cargadas tanto positiva como negativamente (Cholkar

& Dasari, 2013).

La administracién tdpica de medicamentos oftalmicos no resulta eficiente si es que se
requiere llegar al segmento posterior del ojo. Existen algunas otras como la administracién
sistémica a través de via enteral o parenteral. Sin embargo, el farmaco sélo permanece
alrededor de 30 minutos al llegar a la coroides, el cual es un tejido altamente vascularizado,
provocando que esta sea breve y no permita alcanzar concentraciones terapéuticas (Levin,

Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).
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Otra estrategia es aplicar el farmaco en el tejido posterior a través de vias como la
intravitrea o la via periocular que comprende inyecciones subconjuntival como se muestra
en la Figura 7, retrobulbar y peribulbar (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve,

2011).

: %

.
Figura 7. Representacidon de inyeccién subconjuntival.
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La barrera hematorretiniana (blood retinal — barrier, en inglés), estad integrada por el
endotelio capilar de la retina en la parte interna; y por las células pigmentadas de la retina,
en la parte externa. Limita el acceso de farmacos desde la sangre a la retina. También
previene el paso de proteinas y sustancias hidrofilicas. Cuenta con mecanismos de
transporte activo para la eliminacién de farmacos provenientes de la porcion anterior del
0jo, asi como del humor vitreo; también puede darse el transporte por difusion pasiva para

los fines mencionados (Addo, 2016).

A lo largo de los afios se han creado formas farmacéuticas alternativas a las convencionales
(colirios y unguentos) (Kumari, Anita, Sharma, Pramod K., Garg, Vipin K., Garima, 2010).
para satisfacer las necesidades terapéuticas y superar los obstaculos que representa

fabricar un medicamento compatible e inocuo para el ojo humano.
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5. Microemulsiones

Las microemulsiones (MEs) son sistemas coloidales compuestos por una fase acuosa, una
oleosa, surfactantes (o tensoactivos) y cotensoactivos (Hegde, Verma & Ghosh, 2013). En
estos sistemas se forman glébulos de la fase que se encuentra en menor proporcién (fase
dispersa) delimitados por una capa de tensoactivos y cotensoactivos. Los de tamafios de
los glébulos se encuentran entre los 10 y 100 nandmetros de diametro (Callender et al.,

2017) siendo en comparacién con las emulsiones, microscopicamente mas pequeo.

Son termodinamicamente estables. Lo cual significa que la energia libre de Gibbs en el
sistema es menor cuando se forma la microemulsién (ME) en comparacion con el estado
previo a la formacion de la ME en donde los componentes recientemente son dispuestos

unos con otros como se lustra en la Figura 8 (Callender et al., 2017).

Energia libre de Gibbs

Transcurso de formacion

Figura 8. Representacion del cambio en la energia libre de Gibbs antes y después
de la formacion de la microemulsion.
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Una vez que los elementos (o ingredientes) del sistema se encuentran recién integrados,
las moléculas de cada fase que se encuentran en la region limitrofe que las divide
(interfase), tenderan a atraerse entre si, generando una fuerza en direccién al seno de su
fase respectiva y opuesta a la interfase. En la Figura 9 se encuentra representado este
fendmeno.

Esto ultimo, propicia que la interfase se contraiga y se genere tension. A la fuerza opositora
para balancear la fuerza generada por las moléculas de una y otra fase en la regién limitrofe,
se le denomina tensién superficial (Sinko, 2010) o interfacial, si se habla de dos fases
liguidas. La tensién interfacial se ve disminuida por la presencia de los tensoactivos y
cotensoactivos, permitiéndole al sistema llegar a un estado de menor energia libre y formar

una microemulsion.

Acene

s

R R R

Figura 9. Sistema compuesto de agua (atomos de oxigeno en azul e hidrégeno en rojo) y
aceite (moléculas de acido palmitico en amarillo los dtomos de carbono, hidrégenos en rojo
y oxigenos en azul). Se representa la direccion de la fuerza de las moléculas en la interfase
con flechas rosas para el agua y verde para el aceite, las cuales apuntan hacia el seno de
sus respectivas fases.
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Como se mencionaba anteriormente, algunos mondmeros de las sustancias activas migran
hacia la interfase, otros permanecen en el seno de la fase oleosa o acusa, provocando una
diferencia o gradiente de concentracion. Esta diferencia puede dar lugar a lo que se conoce
como Efecto Marangoni, el cual consiste en la auto organizacién (en este caso de las
sustancias tensoactivas) debido a la diferencia de tension interfacial provocada por la
adsorcion no uniforme de los tensoactivos en la interfase entre la fase dispersa y la fase
continua del sistema. Esto implica que en los sitios donde se encuentra situado el
tensoactivo, se ve disminuida la tensién interfacial (6), lo que no sucede en las regiones

libres de este (Innocenzi, Malfatti & Falcaro, 2013), como se ejemplifica en la Figura 10.

Fase continua

g

<

~— >y

Figura 10. Diferencia de tension interfacial
(6) provocada por el gradiente de
concentracién de sustancias activas.
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En la literatura se considera que este fendmeno es responsable del movimiento auténomo
e individual de los glébulos o gotas de las microemulsiones. Ademas, se piensa que a medida
gue incremente la adsorcién de las sustancias tensoactivas en la interfase, aumenta el
movimiento que experimenta el glébulo. La explicacidon de este fendmeno se representa en
la Figura 11, en donde se puede observar que, en la medida en que adsorben los monémeros

de sustancias tensoactivas en la interfase, se produce una diferencia de tension interfacial
denotada como | 6 donde la tension interfacial es menor y como 1 6 donde es mayor. A su

vez, se produce un movimiento de las sustancias activas dentro de la fase oleosa (en color
amarillo) y a su vez el movimiento del gléobulo de microemulsiéon en formacion. (Banno,
Toyota & Asakura, 2017). Este movimiento también es conocido como Movimiento de
Marangoni. Como se muestra en la parte B de la Figura 11, se origina desde una regién de
menor tensién a una de mayor tensién interfacial. Los gldbulos al estar en movimiento
evitan el acercamiento de unos con otros, adicionalmente se evita que el contenido del
gldbulo se derrame y se dé el fendmeno de coalescencia, es por ello que se piensa que el

Movimiento de Marangoni contribuye a mantener la estabilidad del sistema (Ruckenstein,

1996).
O %28

A O

Figura 11. Movimiento autonomo de los glébulos de la microemulsidn. En azul se representa
a la fase continua, en amarillo a la fase dispersa y en negro a las sustancias tensoactivas. A)
Diferencia de tensidén interfacial al adsorberse las sustancias tensoactivas. B) Movimiento de
las sustancias activas dentro del glébulo en formacion representado por la flecha azul de
linea discontinua; movimiento del glébulo en formacién representado por la flecha verde. C)
Movimiento auténomo del glébulo formado. Flechas grises denotan la direccion del
movimiento. Modificado de Banno, Toyota v Asakura, 2017.
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5.1 Composicion de las microemulsiones.

Los tensoactivos son moléculas anfifilicas que contienen una regidon o cabeza hidrofilica y
una cadena hidrofébica, lo que les permite interactuar con sustancias inmiscibles entre si,
como las fases acuosa y oleosa de las microemulsiones (Shaw & Ph, 2016). Dada su
naturaleza permiten el abatimiento de la tensién interfacial y la integracion de los
componentes del sistema.

Por otro lado, los cosurfactantes o cotensoactivos son generalmente cadenas cortas, de bajo
peso molecular y con cabezas de grupos pequefios como aminas, alcoholes o acidos
carboxilicos (Vaidya & Ganguli, 2019). Los mas comuUnmente usados en formulaciones
oftdlmicas son los alcoholes y glicoles de dos a diez carbonos. Se sabe que estos compuestos
contribuyen a la disminucion de la tension interfacial.

En comparacion con los tensoactivos, los cotensoactivos presentan un menor tamano por
lo cual tienen la capacidad de adsorberse en la monocapa de tensoactivos y asi aumentar
su flexibilidad (Ibrahim, 2019). Lo anterior es de suma importancia para la formacion de las
microemulsiones puesto que permite que se curve la monocapa y se formen varias
estructuras, las cuales se mencionan mas adelante (Bergstrém, 2017). Estas estructuras
presentan tamafos nanométricos lo que confiere al sistema una apariencia translicida o
incluso transparente (Ibrahim, 2019). Adicionalmente, permiten la particidn homogénea de
los componentes que conforman las particulas o gotas (Herrero-Vanrell et al., 2013); por
otra parte se reporta en la literatura que cumplen la funcién de evitar la formacion de
estructuras indeseables como los cristales liquidos (Rajpoot & Tekade, 2019), esto se le
atribuye a la contribucién de los cotensoactivos en la disminucion de la viscosidad del

sistema (Rousseau, Rafanan & Yada, 2011).
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Es importante mencionar que los cotensoactivos por si solos no forman agregados; lo cual
los diferencia de los tensoactivos que, en cuanto rebasan la concentracién a la que saturan
la interfase, Concentracion Micelar Critica (CMC), comienzan a agregarse y a organizarse
en diferentes estructuras como las micelas. La particularidad del tamafio pequefio de la
cabeza de la molécula de cotensoactivo es lo que no permite que sus mondmeros se
agreguen o acomoden en otras estructuras (Sakamoto, Lochhead & Yamashita, 2017). A
pesar presentar esta caracteristica, se sabe que los cotensoactivos ayudan de manera
importante a la formacidon de agregados o estructuras como las microemulsiones, pues se
incluyen entre las colas hidrocarbonadas de los mondmeros de tensoactivo en la capa de
tensoactivo que delimita a las microemulsiones, incrementando la flexibilidad y fluidez de
la interfase (Rousseau, Rafanan & Yada, 2011).

Mezclar cotensoactivos y tensoactivos permite una disminucion importante de la tension
superficial. Ademas, la diferencia de tamafios de la cabeza polar de los tensoactivos y
cosurfactantes promueve que el parametro critico de empaquetamiento (CPP) aumente
formando diferentes estructuras. Cuando el valor de CPP es menor a la unidad (CPP<1.0)
la curvatura de la interface del sistema se orienta hacia la fase acuosa produciendo
microemulsiones tipo aceite en agua (Rajpoot & Tekade, 2019); adicionalmente, las
sustancias tensoactivas forman micelas esféricas en valores cercanos a 0.33 y micelas
agrupadas en cilindros en valores cercanos a 0.5 (Escobar Jimenez, 2017). Cuando se
encuentra alrededor de la unidad se (CPP = 1.0) se forman estructuras bicontinuas o
lamelares como los cristales liquidos. En caso de que el CPP sea mayor a 1.0 (CPP>1) la
curvatura se orienta hacia la fase oleosa, formando MEs agua en aceite (Rajpoot & Tekade,
2019); ademas se forman micelas esférica invertidas donde las cadenas hidrocarbonadas

se encuentran orientadas hacia afuera del nucleo dejando un centro hidrofilico (Escobar
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Jimenez, 2017). El tipo de estructura que se forma depende también de las proporciones
de la fase acuosa, oleosa, los tensoactivos y cotensoactivos (Callender et al., 2017). Se
piensa que incrementando la proporcién tensoactivo-cotensoactivo se potencia la formacién

de micelas y la capacidad de solubilizacién de la microemulsién (Ibrahim, 2019).

La ecuacion que describe el parametro critico de empaquetamiento es la siguiente:

v
CPP =—
al

Donde:

V es el volumen [nm?3] de la porcion hidrofdbica del tensoactivo; a es el area [nm?] que
ocupa la cabeza polar en la interfase, /es la longitud [nm](Israelachvili, 2011) de la cadena
de la cola hidrofébica (Lawrence & Rees, 2012).

Es importante sefialar que las microemulsiones y las micelas no son lo mismo. Si bien son
parecidas dado que estan conformadas por monémeros organizados formando estructuras
circulares o esféricas, son diferentes puesto que las microemulsiones contienen en su
interior la fase dispersa, sea oleosa o0 acuosa, mientras que las micelas tienen un centro
hidrofobo compuesto por las cadenas hidrocarbonadas de las sustancias tensoactivas; es
posible que también posean un centro hidrofilico conformado por las cabezas de los
mondmeros de tensoactivo (micelas invertidas). En la literatura se puede encontrar que se
hace referencia a las microemulsiones por el término de “micelas hinchadas” o swollen
micelles en inglés pero como ya se menciond, la estructura de los gldbulos de las MEs no
deben confundirse con la estructura de la micela (Lopez et al., 2004). En la figura 12 se
ilustra la diferencia entre las micelas y las microemulsiones. En el inciso A se muestra una
micela delimitada por mondmeros de tensoactivo (en color negro) la cual presenta un centro

hidrofébico y exterior hidrofilico en un medio acuoso; mientras que en el inciso B la micela
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invertida presenta un centro hidrofilico conformado por las cabezas polares del tensoactivo
y un exterior hidrofébico rodeado por medio oleoso. A diferencia de las micelas, en el inciso
C se muestra el glébulo o gota de una microemulsién aceite en agua con una mono capa
conformada por tensoactivo y cotensoactivo, mientras que en la letra D se muestra el

glébulo de una ME agua en aceite.

B)

Figura 12. Diferencia entre micelas y microemulsiones. A) Micela B) Micela invertida C)
Microemulsion aceite en agua D) Microemulsién agua en aceite. Modificado de Rajpoot
& Tekad, 2019).

Al elegir los tensoactivos y cotensoactivos se debe tener presente que no toda la amplia
gama de sustancias existentes es apta para entrar en contacto con el ojo ya que algunas
no se emplean para esos fines y otras resultan bastante téxicas. Los mas utilizados para el
microemulsiones oftdlmicas son los tensoactivos no idnicos, es decir, aquellos que no
poseen un grupo cargado negativa o positivamente en su cabeza polar; estos presentan
menores riesgos asociados en comparacion a los idnicos, que se consideran altamente
toxicos. Incluso los tensoactivos no idnicos son mas estables y biocompatibles. Ademas,
estos son mas voluminosos y menos polares, por consiguiente, presentan una CMC menor
permitiendo la formacién de estructuras micelares y otros agregados a menor concentraciéon
de tensoactivo (Ibrahim, 2019). Aquellos que se han empleado en formulaciones oftalmicas

son los siguientes:
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* Poloxameros. Bloques de copolimeros conformados por polioxipropileno vy
polioxietileno

+ Ester de poliglicerol de acidos grasos. Principalmente utilizado como emulsificante de
alimentos. Conocido comercialmente como Polirricinoleato de poliglicerol (Gautam &
Kesavan, 2017)

+ Eteres de polietileglicol (o macrogol) conocidos como Cremophor (ricinoleato de
macrogolglicerol), Brij (por ejemplo, Brij 30, Brij 35; Brij 52 o Polietilenglicol
hexadecil éter).

* Polisorbatos (Tween 20, 80).

+ Esteres de sorbitan (Span 20, 80)

* Polietilenglicol. Por ejemplo, PEG 200, PEG 400

* Lecitina (Mandal et al., 2010)

Por otro lado, los cotensoactivos que se emplean generalmente son:

* Alcoholes de cadena corta: Etanol, propanol y butanol.

* Aldehidos: 1,2-propanediol, 1,2-butanediol

*  Glicerol

*  Glucitol (Gautam & Kesavan, 2017).

Es importante mencionar que las microemulsiones contienen entre un 15 y 30% de
tensoactivos mientras que las emulsiones y las hanoemulsiones entre 1 y 3% (Callender et
al., 2017). El alto porcentaje de estos ingredientes implica elegir cuidadosamente los
tensoactivos a emplear en la formulacién puesto que se asocian a modificaciones celulares
en la cérnea y conjuntiva. La literatura sugiere que preferentemente se utilicen hasta en un
5% de la formulacion. Por otro lado, los tensoactivos de cabeza catidnica y anidnica son

conocidos por su alta toxicidad, siendo los no idnicos los menos toxicos de los tres (Jiao,
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2008). En el caso del tejido ocular, la cérnea presenta una superficie cargada
negativamente por las proteinas que contienen grupos carboxilos (Jiao, 2008), por lo cual
un tensoactivo catidnico podria tener interaccién con los componentes negativos de la
membrana celular, desacoplandola y provocando el vaciado de la célula y asi dafar la cérnea
(Ibrahim, 2019). Adicional a la seleccion del tipo de tensoactivo a emplear en la formulacion,
se debe tener presente que, la exposicion a altas concentraciones de estos anfifilicos a
través del tiempo, puede generar respuestas como regeneracién epitelial,
neovascularizacién, conjuntivalizacién (invasion corneal por el epitelio conjuntival), ademas
de causar edema, inflamacién, enrojecimiento de la conjuntiva, quemosis y secrecién (Jiao,

2008).

Como se menciond anteriormente, algunos cotensoactivos empleados son alcoholes. Se ha
encontrado que aquellos con longitudes de 3 a 8 carbonos han sido fuertes irritantes en
comparacién al etanol. Si bien, la presencia de estos ingredientes permite la formacion de
agregados como microemulsiones, micelas y estructuras laminares; se ha reportado en la
literatura que aun sin estos, es posible obtener microemulsiones en su ausencia sin afectar
la estabilidad del sistema ME (Gautam & Kesavan, 2017). También se hace mencién sobre
la cadena hidrofébica del tensoactivo como referencia para decidir emplear un
cotensoactivo. Se indica que al utilizar tensoactivos de una sola cadena la tensidn superficial
no se ve lo suficientemente disminuida, es por ello que se adiciona un cotensoactivo

(Katiyar et al., 2013).
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5.1.1 Diagramas de fase y su uso para definir la proporcién de los componentes.

Ademas de elegir el tipo de tensoactivo a emplear, definir la cantidad de tensoactivo y
cotensoactivo en la formulacién es uno de los pasos mas importantes en el proceso de
desarrollo de un farmaco en una microemulsion. Para ello se emplean diagramas ternarios
o pseudoternarios. Estos diagramas son una representacion grafica del comportamiento de
una propiedad caracteristica con relaciéon a la composicion de un sistema de tres o mas
componentes, generalmente a temperatura y presién constantes. Como se muestra en la
Figura 13, es representado por un tridngulo equilatero donde cada vértice (A,B,C) es un
componente puro o una relacién constante entre dos componentes (Novelo-Torres & Gracia-
Fadrique, 2010). La diferencia entre un diagrama ternario y uno pseudoternario radica en
gue el segundo, uno o mas “componentes” son en realidad un conjunto de sustancias que
pueden estudiarse como si fueran uno mismo, es decir, un psuedocomponente (Universidad
de los Andes, 1991). De esta manera, se podria elaborar el diagrama de fases de una ME
con un componente “A” que incluya la fase acuosa adicionada con amortiguador de pH,
antioxidantes etc; catalogar como “"B” a la fase oleosa y “"C” a las sustancias modificadoras

de la tension superficial.
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A B

Figura 13. Diagrama ternario. Punto J donde A=0.4,B=0.4y C = 0.2.
La suma de A, By C da como resultado la unidad.

Para construir un diagrama ternario, se requiere de tres variables medibles, las cuales se
calculan en proporciones que, al sumarlas entre si, dan la unidad o el 100% del sistema
(Verma, 2012). En ese sentido, si se quisiera representar las proporciones de tensoactivo
se podria hacer como se muestra en la Tabla 1. Nétese que la suma de A+B+C da 1 o

100%.

56



Tabla 1. Ejemplo de valores de las variables para los ingredientes de una microemulsién

(fase oleosa, fase acuosa y tensoactivo con cotensoactivo en proporcion 1:1).

Variables en porcentaje Variables fraccion en peso
A B C A B C
Fase Acuosa Fase Oleosa Tensoactivo + Fase Acuosa Fase Oleosa Tensoactivo +
Porcentaje en Porcentaje en Cotensoactivo Fraccidon en Fraccidon en Cotensoactivo
peso (%) peso (%) (1:1) peso peso (1:1)
Porcentaje en Fraccidon en peso
peso (%)
47.5 47.5 5.0 0.475 0.475 0.050
45.0 45.0 10.0 0.450 0.450 0.100
40.0 40.0 20.0 0.400 0.400 0.200
33.3 33.3 33.3 0.333 0.333 0.333
27.5 27.5 45 0.275 0.275 0.450

Se podrian obtener los datos experimentales afiadiendo a mezclas binarias el tercer
componente, como se representa en la Figura 14. Posterior a esto, se evaluarian
caracteristicas como aspecto translicido y uniforme; tamafo de gota y estabilidad
(visualmente se identifica como capacidad de mantener el sistema en una sola fase en el

transcurso del tiempo).
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Figura 14. Adicién de los componentes en
el desarrollo experimental.

Una vez identificadas las proporciones de los componentes que conllevan a la formacion de
la microemulsion, se ubican en el diagrama ternario sombreando las zonas donde se obtuvo

el resultado deseado, (Dantas et al., 2010) en la Figura 15 se muestra un ejemplo.
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Figura 15. Representacion de un diagrama de fases pseudoternario donde
se muestra la zona en las proporciones en las que se forman
microemulsiones. Se ilustra la escala en la que aumentan o disminuyen
las variables A (Fase oleosa), B (Fase acuosa), C (Tensoactivo y
Cotensoactivo).

Si bien se pueden hacer mezclas hasta encontrar el resultado deseado en términos de
apariencia (opacidad, traslucidez), de estabilidad o caracteristicas de tamafio de particula
entre 10 a 100 nm; el método de “ensayo y error” puede no ser el mas eficiente para
encontrar las proporciones de tensoactivo y cotensoactivo que permiten definir los
ingredientes de la férmula para la fabricacion de un medicamento. Aunado a esto, en un

inicio no es posible definir la materia prima y las proporciones para establecer la formulacion
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final. Es posible que se requiera invertir tiempo en realizar pruebas tanto para elegir los
ingredientes como para construir el diagrama ternario o pseudoternario.

En un escenario en donde se deben economizar los recursos materiales, asi como la
competencia comercial frente a otros productos donde el tiempo juega un papel importante,
se requiere contar con una estrategia que permita obtener resultados en el menor tiempo
y costo posible (Ortega-Pérez et al., 2015). Para ello, existen metodologias estadisticas que
son aplicables en la planeacién de experimentos o ensayos, tal como el disefio de

experimentos.

5.1.2 Disefio de experimentos como herramienta para el desarrollo farmacéutico.

El disefio de experimentos es una de las ramas de la Quimiometria, disciplina que tiene por
objeto la aplicacion de métodos estadisticos, matematicos y quimicos. De manera analoga,
existe también la Farmametria, que son los métodos estadisticos aplicados a la Farmacia.
(Fernandez, et. al. 2008). El disefio de experimentos se refiere al proceso de planear el
experimento que permita obtener datos adecuados para analizarlos con métodos
estadisticos que llevaran a conclusiones validas, objetivas y significativas (Montgomery,
2004). Como se muestra en la Figura 16, se han clasificado los disefios de experimentos en

tres categorias.
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Determinacion de la Disefios mixtos
influencia cuantitativa y Disenos Uniformes
cualitativa de los factores
sobre las variables respuestas

Figura 16. Clasificacién del disefio de experimentos en categorias. Esquema
modificado de Fernandez et. al. (Fernandez, et.al., 2008)

Cada categoria se centra en un objetivo de estudio. Por ejemplo, se pueden comparar dos
0 mas tratamientos a través del uso del Analisis de Varianza (ANOVA), el cual se centra en
separar la variacion total en las partes con las que contribuye cada fuente de variacion en
el experimento (Gutiérrez-Pulido & De la Vara-Salazar, 2008). Por otro lado, el disefio
multivariado permite investigar problemas complejos que son afectados por dos o mas
variables distintas (Balluerka & Vergara, 2002). Por ultimo, existen disefios de experimentos

que permiten determinar qué tanto se ve afectada la respuesta de salida de un proceso
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dependiendo de los factores que se quieran estudiar, por ejemplo, el disefio factorial y el
disefio de mezclas.

En el caso del desarrollo de microemulsiones, se emplea el disefio de mezclas, el cual se
refiere al conjunto de experimentos en los que los factores (o variables en estudio) son las
cantidades o proporciones de los componentes o ingredientes de la mezcla (Gutiérrez-Pulido
and De la Vara-Salazar, 2008). Estos factores son dependientes entre si, es decir, que cada
uno en sus diferentes proporciones conforman el total del sistema. En lenguaje matematico
esta aseveracion esta representada de la siguiente manera:

q
ZXi =X1 +X2++Xq = 1

=1
Ademas, cumple con las siguientes restricciones:
0<x;,<1

Entiéndase que X es la proporcién y el subindice i se refiere al componente en cuestidn.

Dependiendo de los puntos que se requieran ubicar en superficie de respuesta es el tipo de

disefio que puede utilizarse (Gutiérrez-Pulido & De la Vara-Salazar, 2008):

Tipo de Disefo simple reticular también
Simple con centroide
disefio llamado simplex-lattice

Descripcion | Incluye puntos en la frontera. | Este se aplica con pocos
Considera @ componentes. Se |componentes y consiste en 2971
puede ajustar a un modelo de orden | puntos definidos o tratamientos. De
m. tal manera que si se tiene q=3 se
tendrian los siguientes experimentos

0 coordenadas:
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Los tratamientos se pueden obtener
con todas las mezclas que pueden

formarse con los valores:

) uen

3|
33

1
X;=0—,
m

Al aumentarse m es posible
explorar mas puntos dentro de la
superficie respuesta, de tal manera
que se puede obtener mas
informacién sobre la influencia de
los componentes en la misma
(Gutiérrez-Pulido & De la Vara-

Salazar, 2008), ver Figura 17.
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G20)iG03): (033): G33)

Los puntos mencionados estarian
ubicados en el diagrama (Gutiérrez-
Pulido and De la Vara-Salazar, 2008)
como se muestra en la Figura 18.
También se emplea cuando todos los
componentes tienen el mismo

intervalo entre 0 y 1 (Buruk Sahin,

Demirtas Aktar & Burnak, 2016).
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Figura 17. Disefo simple
reticular (3,3) es decir, g=3
m=3.

Figura 18. Disefio simple con
centroide ¢g=3.
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Los dos tipos de disefios mencionados anteriormente son ejemplos representativos para su
aplicacion en la definicion de los componentes durante disefo de mezclas (Buruk Sahin,
Demirtas Aktar & Burnak, 2016). Sin embargo, no son los Unicos que existen. También se
encuentra otro llamado Disefio de vértices extremos conocidos también como "Optimal”, el
cual es util cuando la proporcidon de los componentes se ve limitada, ya sea por costos,
disponibilidad o incluso por intervalos en los cuales su uso representa menor toxicidad
(Gutiérrez-Pulido & De la Vara-Salazar, 2008). La region de la superficie de estudio que se
crea por las restricciones no es siempre simétrica, por lo que este tipo de disefio es util para
la exploracidon y optimizacién de las respuestas deseadas. Se conocen tres tipos de Disefios
Optimal, el “1"” el cual se enfoca en minimizar la varianza sobre la region de disefio; el "D”
gue estima los mejores coeficientes posibles del modelo matematico sobre todo en donde
las regiones de la mezcla se encuentran restringidas. Por ultimo, el “G” se centra en la
varianza de la ecuacién general que se usa para la prediccidon de la respuesta al ajustar los

factores o variables (Buruk Sahin, Demirtas Aktar & Burnak, 2016).

Es importante recalcar que, si bien el disefio de experimentos (particularmente el de
mezclas) es una herramienta estadistica Util para conocer y optimizar el desarrollo
farmacéutico, es probable que en caso de que se parta de cero, sea necesario complementar
con el método de “ensayo y error” para obtener un panorama preliminar de la formulacion

y su comportamiento.

Se ha enfatizado en la importancia de la seleccion del sistema de tensoactivos y
cotensoactivos como componentes de las microemulsiones, asi como las herramientas
estadisticas para definir su composicidon; no obstante, la fase acuosa y oleosa también las

conforman y se han caracterizado para su uso en el ojo.
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Para la fase acuosa se debe tener presente que no es suficiente contar con agua. El ojo
tiene la caracteristica de tolerar intervalos de pH entre 4 y 8 (Baranowski, Bozena
Karolewicz, et al., 2014), si bien el intervalo de tolerancia es amplio, resulta necesario
agregar sustancias amortiguadoras. Ya que en caso de presentarse un cambio, esto podria
provocar irritacion, promoviendo la produccion de lagrimas y con ello una disminucion del
tiempo de permanencia del preparado en la superficie ocular, disminuyendo la probabilidad
de que el farmaco sea absorbido (Baranowski, Bozena Karolewicz, et al., 2014). Se ha visto
que en el uso de lentes de contacto, existe un grado de incomodidad si el pH de las
soluciones para la limpieza de los lentes (Tang et al., 1996) no es ajustado al lagrimal (7.2
a 7.4) (Garcia Lopez, 2002). Por otro lado, se sabe que los colirios usualmente contienen
conservadores para prevenir el crecimiento microbiano, por ejemplo, cloruro de
benzalconio. En el caso de las microemulsiones no es muy recomendable su uso puesto
que al interactuar con los tensoactivos se disminuye (e incluso se anula) su capacidad

antimicrobiana al formar micelas con los tensoactivos de la formulacion (Jiao, 2008).

Respecto a la fase oleosa, los aceites y/o lipidos que se han empleado para la via oftalmica

son los siguientes:

* Oleato de etilo

* Miristato de isopropilo

* Palmitato de isopropilo

+ Acido oléico

« Triglicérido caprico-caprilico (miglyol 80)

+ Acido octandico (Gautam & Kesavan, 2017)
* Aceite de soya

* Aceite de ricino (Herrero-Vanrell et al., 2013)
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5.2 Métodos de preparacion.

En los inicios de los estudios sobre las microemulsiones (alrededor de los afios 1940), el
equipo de J.H. Schulman preparaban una emulsién y la titulaban con un cotensoactivo hasta

gue se tornara de opaca a transliucida (Katiyar et al., 2013).

En la actualidad se describe en la literatura que el método general para la elaboracién de
MEs consiste integrar los componentes que sean miscibles entre si para posteriormente
conjuntarlos y formar un solo sistema. Nina Lidich y colaboradores en Israel; concentraron
el sistema de tensoactivo-cotensoactivo junto con el aceite (fase oleosa) para
posteriormente diluir con agua adicionada con fosfato de riboflavina (ingrediente activo)

(Lidich et al., 2019).

El grupo de Iran, Bayat y colaboradores prepararon nanoparticulas de CL-20 (nitroamina
utilizada propulsores y formulaciones explosivas) utilizando microemulsiones. Para ello
primero cargaron el aceite con CL-20 para posteriormente afiadirlo a la fase acuosa junto

con las sustancias tensoactivas (Bayat et al., 2014).

Por otro lado, también se describen en la literatura otros procesos para la formacion de

microemulsiones:

e Auto microemulsificacion. El cual consiste en la formacién espontanea de los gldobulos
cuando se incorporan todos los ingredientes y se aplica el minimo de energia para
homogeneizar los mismos.

e Titulacidn de fase. Consiste en mezclar los componentes en proporciones de 0% a 100%

y se construye un diagrama de fase en las que se colocan el aceite, agua, tensoactivo y
cotensoactivo. En esta se contempla que se distribuya de manera espontanea el
tensoactivo en la fase continua para posteriormente abatir la tensidn superficial (Gautam
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& Kesavan, 2017). Laddha y colaboradores, utilizaron este método para desarrollar
microemulsiones con el objetivo de mejorar la disolucién de domperidona (antiémetico
de clasificacién biofarmacéutica clase II). Tras realizar pruebas de solubilidad del
farmaco en diferentes aceites, utilizaron acido oleico para cargar el farmaco en
cantidades constantes, posteriormente afadieron la mezcla de tensoactivo (Labrasol) y
cotensoactivo (Transcutol HP), finalmente la mezcla se tituld con agua. Evaluaron el
tiempo de emulsificacion, porcentaje de transmitancia y tamano de particula; ademas
evaluaron visualmente los preparados y construyeron diagramas de fases ternarios
(Laddha, Suthar & Butani, 2014). En un articulo mas antiguo al ya referenciado, también
se utiliza este método para construir el diagrama de fases. Adicionaron el farmaco
Ramipril (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina) al aceite (Sefsol 218 o
éster de propilenglicol monocaprilico), adicionaron la mezcla de tensoactivo y
cotensoactivo (Cremophor EL y Carbitol respectivamente); y titularon con la fase acuosa

(Shafig-un-nabi et al., 2007).

A diferencia de los autores mencionados, Ligorio y da Silva realizaron la titulacién con el
cotensoactivo, método anteriormente utilizado por Schulman. Primero agregaron
dextametasona al miristato de isopropilo, y le afiadieron la mezcla de tensoactivo con
fase acuosa. Mezclaron utilizando un Ultraturrax T25 y agregaron propilenglicol como
cotensoactivo mientras agitaban con el equipo ya mencionado (Ligdrio Fialho & da Silva-

Cunha, 2004).

e Inversion de fase. Este término se refiere a cambiar la fase dispersa por la dispersante

y viceversa, lo cual puede llevarse a cabo 1) afadiendo un exceso de la fase dispersa
al sistema, o 2) modificando la temperatura. Este Ultimo también se conoce como
Phase Inversion Temperature o PIT por sus siglas en inglés. Consiste en mezclar la
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solucién del farmaco con las microemulsiones y aplicar calor para cargar al sistema
con el ingrediente activo (Narang, Delmarre & Gao, 2007). Esto es posible dada la
naturaleza de los tensoactivos no idnicos. Se sabe que la hidrofobicidad de los
tensoactivos etoxilados (Tween 61, por ejemplo) se ve incrementada al aumentar su
temperatura (Gadhave & Waghmare, 2014), por lo cual, dependiendo del tipo de
microemulsidn que se tenga, ya sea aceite en agua (Qil/Water en inglés, denotado
como O/W) o agua en aceite (Water/Qil en inglés, denotado como W/QO); se
aumentara o disminuira la temperatura para producir el cambio deseado.
Dependiendo de las proporciones definidas para la fase acuosa, oleosa, tensoactivos y
cotensoactivos; y habiendo concluido el proceso de manufactura, los tipos de
microemulsiones que se podrian formar son los siguientes:
Aceite en agua: Donde los gldbulos de fase oleosa se dispersan en la fase acuosa
(continua).
Agua en aceite: Donde los globulos de agua se dispersan en la fase oleosa (continua).
Bicontinua: Donde la fase acuosa y oleosa se encuentran inter dispersas dentro del
sistema debido a la presencia de los mondmeros de tensoactivo que permiten que se

encuentren en el equilibrio por su naturaleza anfifilica. (Gautam & Kesavan, 2017)

En 1954, P.A. Winsor predijo los tipos de equilibrio que podrian formarse al elaborar
microemulsiones, lo cual se convirtid en una clasificacién (Sanchez-Dominguez, Aubery

& Solans, 2012):

Tipo I. Se encuentra conformada por dos fases. En una fase se encuentra la
microemulsién aceite en agua, la cual puede coexistir con la otra fase (exceso de fase

oleosa) por medio de mondmeros de tensoactivo.
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> Tipo II. Al igual que el tipo I, el sistema es bifasico. La diferencia es que la
microemulsiones es agua en aceite. Este Ultimo coexiste con un exceso de fase acuosa
a través de las sustancias tensoactivas.

> Tipo III. El sistema presenta tres fases en donde la parte central estd conformada por
una microemulsion bicontinua coexistiendo tanto con un exceso de fase oleosa como con
una parte acuosa como se muestra en la Figura 19.

> Tipo IV. Monofasica, el sistema tiene una apariencia uniforme.
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Figura 19. Tipos de microemulsiones con base en la clasificaciéon de P. A. Winsor.

Ademas, Winsor relacioné el efecto de la temperatura para (tensoactivos no idnicos) y
salinidad (para tensoactivos idnicos) con la formacidon de los tipos de microemulsion. A
medida que se incrementa la temperatura y la salinidad, se pueden obtener los tipos I, III

y II en ese orden (Sanchez-Dominguez, Aubery & Solans, 2012).
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5.3 Ventajas y Desventajas
5.3.1 Ventajas
5.3.1.1 Generales

De manera general, las microemulsiones se caracterizan por ser sistemas
termodindmicamente estables, faciles de preparar, y esterilizar (por filtracién); ademas, los
componentes que las conforman, permiten incorporar tanto farmacos liposolubles como
hidrosolubles (Herrero-Vanrell et al., 2013). También se considera que su fabricaciéon no
es costosa dado que no se requiere aplicar demasiada energia para su formacién asi como

el empleo de instrumentos o equipo especializado (Ligério Fialho & da Silva-Cunha, 2004).

Por contener sustancias tensoactivas que disminuyen la tension superficial hasta en un
orden de 1072 a 1073 [%N] (Sanchez-Dominguez, Aubery & Solans, 2012). La importancia de

esta caracteristica radica en la buena distribucion del preparado sobre la cérnea,
permitiendo que se mezcle con la pelicula lagrimal y mejore el contacto entre el epitelio
corneal y el fadrmaco (Ligério Fialho & da Silva-Cunha, 2004). El tiempo de permanencia

del medicamento en la superficie ocular es clave para una adecuada absorcidn del farmaco.

Por otro lado, las microemulsiones también se caracterizan por presentar baja viscosidad.
Se sabe que en los colirios convencionales suelen agregarse agentes que aumentan la
viscosidad, dado que es importante para que se aumente el tiempo de contacto del farmaco
con la superficie ocular. Una viscosidad adecuada permite disminuir la rapidez de drenado
del preparado a través de la conjuntiva o el conducto nasolagrimal y asi evitar su llegada a
circulacién sistémica. En el caso del timolol, indicado para el glaucoma, se sabe que su

administracion ocular topica puede producir reacciones adversas sistémicas como
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bradicardia (descenso de la frecuencia cardiaca a 60 latidos por minuto) y episodios de
asma (Gasco et al., 1989). Por el contrario, una elevada viscosidad (arriba de 50 cP) puede
producir molestias como visién borrosa asi como dolor al parpadear dada la resistencia al
movimiento de los parpados (Kumar & Sinha, 2014); sin mencionar que no ayuda a la
penetracion del farmaco (Garcia Lopez, 2002). Otro inconveniente relacionado a la alta
viscosidad es la imposibilidad de esterilizar el preparado por filtracion, como sucedidé con
una formulacién que contenia quitosano y presentaba una viscosidad de 88.8 a 90.01 cP

(Ustiindag-Okur et al., 2014).

En una formulacidon de una microemulsidon con dexametasona al 0.1% realizada por
cientificos de Brasil, se obtuvo una viscosidad promedio de 40.27 + 0.98 mPas. Esta es
considerablemente mayor a la que se observa en soluciones oftalmicas (alrededor de 20
mPas) (Ligério Fialho & da Silva-Cunha, 2004). Lo anterior revela que es posible obtener
cierta viscosidad utilizando microemulsiones de tal manera que se contribuya a aumentar
la permanencia del farmaco en la superficie ocular. Ademas, los cientificos brasilefios
realizaron estudios en conejos Nueva Zelanda, obteniendo un resultado negativo, es decir,
no hubo irritacion observable tras la aplicacién del preparado (Ligério Fialho & da Silva-

Cunha, 2004).

Se ha visto también que estos sistemas pueden contribuir a mantener la estabilidad de los
farmacos por ejemplo al protegerlos de la oxidacion e hidrdlisis enzimatica (Kumar Jha, Dey

& Karki, 2011).

Cientificos de China lograron disminuir la produccion de glicoles derivada de la hidrdlisis del
cloranfenicol (farmaco utilizado para tratar la queratitis en el ojo), al incorporar el fairmaco

en una microemulsion (Lv, Zheng & Tung, 2005).
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La mejora en la estabilidad del farmaco también se ha visto en otras vias distintas a la
ocular. En Suiza se realizd un estudié con un inmunosupresor utilizado para evitar el rechazo
de trasplantes. El péptido ciclosporina ha representado un reto para su formulacién dirigida
a la via oral por la cual se absorbe sélo el 30% de la dosis administrada (Drewe et al.,
1992). El reto que implica formular este tipo de farmacos radica en su composicion por
tratarse de aminodcidos pues sufren alteraciones en sus cargas dependiendo de su pKa vy
el pH del medio en el que se encuentren; sea acido, como es el estbmago, o basico como
lo es el intestino. Estos cambios en el pH pueden tener un impacto en como se absorbe el
ingrediente activo aumentandolo o disminuyéndolo, segun sea el caso. Adicionalmente, en
el tracto gastrointestinal se encuentran enzimas proteoliticas, lo cual evita que la mayor
concentracién de farmaco llegue a circulacién sanguinea (biodisponibilidad), siendo un
inconveniente para alcanzar la dosis terapéutica. Si bien se considera que la ciclosporina es
resistente a la protedlisis (Sarciaux, Acar & Sado, 1995), se ve limitada su absorcién en el
tracto gastrointestinal. Drewe y colaboradores obtuvieron un incremento significativo en los
parametros farmacocinéticos (area bajo la curva, tiempo y concentracion maxima), al incluir
el farmaco en una microemulsion aceite en agua, que a su vez estaba dispuesta en una
capsula de gelatina dura. Esta formulacidon fue comparada contra una capsula de gelatina
blanda (producto comercial). Los resultados no sélo reflejan la ventaja del incremento o
mejora observable de la biodisponibilidad tras el uso de microemulsiones, sino que adicional
a ello, muestra de manera indirecta que se mantuvo la estabilidad del farmaco durante su
ciclo de vida en el organismo. Cabe mencionar que el estudio fue realizado en 12 voluntarios

sanos (Drewe et al., 1992).

No sélo se ha observado que es posible preservar la estabilidad del farmaco con las

microemulsiones, sino que también, el preparado presenta estabilidad a largo del tiempo
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por la estabilidad termodinamica del sistema; la cual estd asociada a la baja energia libre
de Gibbs de formacién comparada con la energia de los ingredientes estando en contacto
entre si, sin sustancias tensoactivas. (Talegaonkar et al., 2008). Los surfactantes estan
relacionados con la estabilidad termodindmica de las MEs dado que, al rodear los glébulos
0 gotas de la fase interna, disminuyen el contacto entre ellas evitando que se agreguen y

se presente el fenédmeno de coalescencia (Ibrahim, 2019).

Cientificos de la India realizaron pruebas de estabilidad a las seis formulaciones de
microemulsiones que elaboraron con diferentes proporciones de bromofenaco (farmaco
antiinflamatorio), acido oléico (fase oleosa), mezcla de poloxamero (tensoactivo) con
propilenglicol (cotensoactivo) y solucion amortiguadora de fosfatos (fase acuosa). Estas
pruebas consistieron en congelar las muestras a - 20°C por 24 horas, después cambiaron
la temperatura a 25 ° C, repitieron el procedimiento 6 veces. Posteriormente centrifugaron
a 5000 rpm (revoluciones por minuto) durante una hora. De las seis formulaciones dos

fueron estables (Yadav & Khatri, 2012).

Por otra parte, Ustiindag-Okur y colaboradores, realizaron dos estudios de estabilidad. El
primer estudio consistia en almacenar los dos sistemas de microemulsiones cargados con
ofloxacino a temperaturas de 5 £ 1°C, 25 £ 2°C y 40 £ 2°C durante doce meses. En el
segundo centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 25 £ 2 °C por 30 minutos. Para ambas
pruebas resulté que las formulaciones eran estables. Cabe mencionar que en la primera
prueba midieron durante doce meses los parametros con los cuales caracterizaron los
preparados, tales como tamafo de particula, conductividad eléctrica, pH, viscosidad, indice
de refraccién, contenido del farmaco y separacién de fases. Realizaron la prueba estadistica

Tukey y no se obtuvieron diferencias significativas (Ustiindag-Okur et al., 2014).
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5.3.1.2 Incremento en la disolucién de farmacos de baja solubilidad

Para desarrollar un medicamento, los aspectos principales a tomar en cuenta son las
propiedades fisicoquimicas del farmaco. Una de ellas es la solubilidad, la cual es una
constante intrinseca que expresa la cantidad de un soluto que puede ser dispersado en otro
compuesto (solvente) hasta tener una mezcla homogénea al equilibrio en condiciones de
temperatura y presion dadas (Farfan Alvarez, 2019). Esta propiedad tiene un impacto
importante en la biodisponibilidad (cantidad de farmaco disponible en su lugar de accion)
(Prieto Calvo, 2012) debido a que se requiere la disolucion del farmaco para ejecutar su
efecto terapéutico. Los medios de disolucién son los fluidos biolédgicos, como la sangre o el

humor de la cavidad anterior, los cuales son acuosos.

En los aifos de 1980 e inicios de los noventa la mayoria de los compuestos eran considerados
como poco solubles, ya que presentaban valores entre 10 y 100 ug/mL. A partir de los afos
2000 la solubilidad de los compuestos se ha encontrado entre 1 a 10 ug/mL, incluso menos

de 1 ug/mL (Krishna & Yu, 2008).

El interés por estudiar la disolucidn de los farmacos ha estado fuertemente enfocado en la
via oral. Incluso se crearon clasificaciones para las moléculas que presentaran ciertas
caracteristicas, tal como el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica o BCS por sus siglas
en inglés. Este fue publicado por Amidon y colaboradores en 1995. Se basa en la solubilidad
acuosa y la permeabilidad intestinal de los ingredientes activos (Dokoumetzidis & Macheras,
2006). Consta de cuatro clases las cuales se encuentran representadas en la Figura 20. La
primera clase se refiere a los ingredientes altamente solubles y permeables; la segunda de
baja solubilidad y alta permeabilidad; |la tercera de alta solubilidad y baja permeabilidad; y

la cuarta de baja solubilidad y permeabilidad.
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Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

Clase I
N N
A Alta Permeabilidad A Alta Permeabilidad
W N
. ¥ Baja Solubilidad A Alta Solubilidad
o
E
o Clase 1V Clase III
E | o S
o V' Baja Permeabilidad WV Baja Permeabilidad
N 2
X Baja Solubilidad A Alta Solubilidad

Solubilidad

Figura 20. Sistema de Clasificacidon Biofarmacéutica

En el caso del ojo, se tienen una serie de barreras fisiolégicas que limitan la absorcion del
farmaco. La permanencia sobre la superficie ocular se ve disminuida por la presencia de la
pelicula lagrimal que se restaura en un tiempo de 2 a 3 minutos, asi como la lacrimacién
refleja que se produce en respuesta a un estimulo fisico que promueven la dilucién vy
eliminacién del ingrediente activo en el sitio de aplicacién (Garcia Lopez, 2002).
Adicionalmente, el parpadeo y la exposicién al conducto nasolagrimal limita y reduce la
absorcion del farmaco. Posteriormente, se encuentran estructuras como la cérnea que

cuenta con capas que asemejan un emparedado con “tapas” aptas para moléculas
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liposolubles y un interior para aquellas hidrosolubles lo cual complica la difusidon de las

moléculas a través de ella.

Dependiendo del tamafio de la particula y su afinidad al agua, el fdrmaco se conducira por
una ruta diferente. En caso de ser pequefios y lipofilicos la primaria seria la transcorneal,
mientras que la ruta transconjuntival es mas adecuada para moléculas hidrofilicas de pesos

o tamafios moleculares mayores (Levin, Leonard A.; Nilsson, Siv F. E.; Ver Hoeve, 2011).

Si bien la solubilidad es un inconveniente en comun tanto para la via ocular como para
otras, las microemulsiones han resultado una alternativa para formular farmacos que

presenten un reto por su escasa capacidad de disolucion.

En India, cientificos de la Universidad de Nirma estudiaron la liberacién de un antiemético
(domperidona) de clasificacion biofarmacéutica II (alta permeabilidad y baja solubilidad).
Una vez que disefaron las MEs y optimizaron la formulacidn, solidificaron el preparado y lo
incluyeron en capsulas, compararon los perfiles de disolucion contra el producto Domcolic
(tabletas) y el farmaco puro. De manera grafica se observa que el perfil de disolucidén del
preparado con ME libera mayor cantidad de farmaco en menor tiempo, sin embargo, no lo
comparan de manera estadistica (Laddha, Suthar & Butani, 2014), para ello debieron incluir

el preparado de microemulsiones en una tableta y realizar el perfil de disolucion.

Por otro lado, en Corea del Sur elaboraron microemulsiones con Flurbiprofeno, un farmaco
analgésico antiinflamatorio, el cual es poco soluble en agua (0.012 mg/mL), y cuenta con
una solubilidad en solucion amortiguadora de fosfatos de 1.25 mg/mL. Las formulaciones
fueron creadas para via parenteral. En el afio de 1999, existia una emulsidn para esta via,
pero con la molécula acetilada. En esta publicacion se usa la que no cuenta con esta

modificacion quimica. Los preparados conteniendo oleato de etilo y Tween 20 permitieron
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gue se solubilizara el farmaco hasta 10 mg/mL. Este valor es considerablemente mayor si
se compara con la solubilidad intrinseca del Flurbiprofeno en agua y en solucién

amortiguadora de fosfatos (Park & Kim, 1999).

La capacidad de las microemulsiones de mejorar la disolucién de los farmacos se le atribuye
a su estructura conformada por mondmeros de sustancias tensoactivas con un centro
hidréfobo (si contiene a la fase oleosa), o hidrofilico (si contiene a la fase acuosa); el cual
permite albergar moléculas de farmaco poco hidrosolubles o hidrosolubles, respectivamente
(Ibrahim, 2019). Aunado a ello, se ha visto que la propiedad de las MEs tanto para mejorar
la disolucion de farmacos de baja solubilidad, como para proveer una capacidad de carga
adecuada para contener incluso péptidos (ciclosporina A) y proteinas (insulina para via
oral), se debe a la regién donde se incluyen los principios activos en el sistema coloidal

(Narang, Delmarre & Gao, 2007).

Como se mencionaba antes, las micelas y las microemulsiones no son exactamente lo
mismo, pero tienen algunas similitudes. Son diferentes en que la micela se puede formar al
estar en contacto con una sola fase, en la cual, al rebasarse la concentracion micelar critica
los mondmeros de tensoactivo se agregan y orientan sus cabezas con grupos hidrofilicos
hacia el exterior (si el solvente es polar) y las colas de compuestos hidrocarbonados hacia
el interior de la estructura, dando como resultado un conglomerado de tensoactivos con un
exterior hidrofilico y un centro hidrofébico. Por el contrario, las microemulsiones se forman
al estar en contacto con una fase oleosa y una acuosa, donde pequefas porciones de la fase
dispersa, quedan rodeadas de tensoactivos y cotensoactivos ademas de la fase continua.
Como resultado, el interior en una microemulsién aceite en agua, no soélo contiene

tensoactivos y cotensoactivos, sino que, ademas contiene una porcién de fase oleosa.
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De manera general, las micelas y las MEs se asemejan en que estan conformadas por
sustancias tensoactivas agrupadas y organizadas dando estructuras con regiones
hidrofilicas e hidrofdbicas. Es por ello por lo que, los sitios de inclusidon de farmacos en las
micelas podrian ser semejantes en las microemulsiones. Suratkar y Mahapatra mencionan
en su publicacidn Solubilization Site of Organic Perfume Molecules in Sodium Dodecyl! Sulfate
Micelles: New Insights from Proton NMR Studies, los sitios donde puede solubilizarse un
compuesto dentro de las micelas de dodecilsulfato de sodio (SDS) en agua (Suratkar &
Mahapatra, 2000), los cuales posiblemente se pueden extrapolar a las microemulsiones y
asi darse una idea sobre donde puede ubicarse el farmaco dentro de las microemulsiones.
Entonces, los posibles sitios de inclusidn de farmacos dentro del sistema de la microemulsion

se representan en la Figura 21 y se mencionan a continuacion.

A) Entre los grupos funcionales de las cabezas hidrofilicas de las sustancias tensoactivas.
B) En la interfase, entre las cabezas y colas de los tensoactivos y cotensoactivos
C) Entre las cadenas hidrocarbonadas de las sustancias tensoactivas.

D) En la fase dispersa (en este caso oleosa) de la microemulsion.

Figura 21. Posible localizacion del farmaco en el sistema de microemulsién
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Si bien aun no se encuentran publicados en la literatura todos los posibles sitios donde se
localiza el farmaco en las MEs al solubilizarse, existen un estudio publicado por Feng-Feng
Lv y colaboradores en el cual, ademas de investigar el uso de las microemulsiones para
mejorar la estabilidad del cloranfenicol (fdrmaco usado para tratar infecciones oculares),
buscaban conocer donde se incluia el farmaco en el sistema de microemulsién. Para ello,
utilizaron la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN!H). Con ella
obtuvieron la diferencia en el desplazamiento quimico de los hidréogenos de los metilenos
de los tensoactivos Span 80 y Tween 80 antes y después de agregar cloranfenicol a la
formulacién. Unicamente aquellos localizados en grupo oxietileno (CH.CH.0), y en el
metileno cercano al éter, mostraron una diferencia importante en el desplazamiento
quimico, el cual se movié campo arriba para el oxietileno mientras que campo abajo para
el metileno mencionado. Se sabe que el anillo de benceno (como el que posee el
cloranfenicol) provoca un efecto de apantallamiento a los hidrégenos vecinos o cercanos.
Esto se observa en el espectro como una sefial menos intensa con desplazamiento campo
arriba (de menor energia), como ocurre con el oxietileno. Por otro lado, el grupo nitro atrae
la densidad electrénica hacia si, provocando que el desplazamiento quimico de los
hidrogenos cercanos se mueva campo abajo (de mayor energia). Con estos resultados, los
autores concluyeron que el farmaco se encontraba ubicado en la seccidn hidrofilica de la
microemulsidn conformada por los grupos de la cabeza polar de los tensoactivos Span 80 y
Tween 80. El grupo nitro del cloranfenicol (principio activo) se localizaria cerca del metileno
aledano al éter de los tensoactivos; mientras que el anillo de benceno (también del
cloranfenicol) se encontraba cerca al grupo oxietileno (F. F. Lv, Zheng & Tung, 2005). En la
Figura 22 se ilustra la posible disposicién espacial de los tensoactivos en presencia del

cloranfenicol.
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Fase oleosa

Fase acuosa

Figura 22. Posible disposicién espacial del cloranfenicol en una
microemulsién aceite en agua. Las moléculas que se representan son
Tween 80 en verde, Span 80 en azul y cloranfenicol en naranja.

La Resonancia Magnética Nuclear no ha sido la Unica técnica para estudiar la posicién del
farmaco en las microemulsiones. En la publicacién Lyophilized Lecithin Based Oil-Water
Microemulsion as a New and Low Toxic Delivery System for Amphotericin B, Moreno y
colaboradores utilizaron espectrofotometria de luz Ultravioleta-Visible (UV) para estudiar la
inclusion de Anfotericina B, un farmaco poco soluble en agua con accién fungicida, en una
microemulsidn aceite en agua. En ese estudio ademas de estudiar los efectos toxicoldgicos
de la formulaciéon y compararlos contra una formulacidn parenteral comercial; también
buscaron conocer la ubicacién del farmaco dentro del sistema. Para ello utilizaron de apoyo
estudios de coeficiente de particion entre la fase acuosa y la oleosa puesto que, les daba

una idea de la preferencia del farmaco hacia cada fase. El resultado que obtuvieron (1.45
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+ 0.08) indicaba una preferencia similar de la Anfotericina B tanto por la fase acuosa como
la oleosa. Con ello se puede inferir que el farmaco podria situarse entre estas fases, como

ocurre con los tensoactivos. Con la espectrometria de UV verificaron esta hipdtesis.

Se sabe que a altas concentraciones las moléculas de anfotericina B se auto asocian, por lo
que las bandas que se observan normalmente alrededor de los 400 nm son reemplazadas
por bandas a los 420, 320, 340 y 385 nm de longitud de onda. Estas bandas son
caracteristicas de los cambios en el estado molecular de la anfotericina B debido a
agregacion. En los resultados del estudio de UV visible de la ME en vez de obtener la banda
a los 420 nm, obtuvieron una a los 413 la cual es caracteristica de los complejos de
anfotericina con la lecitina (tensoactivo) de la microemulsion. Es asi como los autores
indican que es altamente probable que el fdrmaco se encuentre en la interfase, formando

un complejo con la lecitina (Moreno, Frutos and Ballesteros, 2001).

Gracias a estas publicaciones, se tiene cierta informacion sobre las regiones de solubilizacidon
del farmaco en la microemulsidon asi como cierta evidencia de su efecto en la solubilidad de

estos ingredientes. Sin embargo, es un terreno que aun podria explorarse mas.

En la literatura se ha encontrado que el sitio donde se incluya el farmaco dentro del sistema
de microemulsion depende de los grupos hidrofébicos, de la forma tanto de los tensoactivos
como de las moléculas de farmaco (Narang, Delmarre & Gao, 2007), asi como de su
solubilidad y afinidad por cada componente en la formulacién (Moreno, Frutos and

Ballesteros, 2001).

Por otro lado otro, se ha visto que otro factor relacionado a la solubilidad y que influye en

la disolucién del farmaco, es el tamafo nanométrico de las MEs, el cual contribuye a mejorar
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la velocidad de disolucién dado el incremento del drea de contacto entre los glébulos

(estabilizados por agentes tensoactivos) y el medio (Ibrahim, 2019).

5.3.1.3 Incremento de la permeabilidad.

La permeabilidad es la velocidad del paso de una molécula a través de una membrana o
barrera bioldgica. Esta depende de la composicién de la membrana, la expresién de
transportadores o la estrechez de las uniones intercelulares (Kerns & Di, 2008). Este
concepto esta fuertemente ligado a la biodisponibilidad (Ibrahim, 2019) ya que es el paso
intermedio entre la aplicacion del preparado y la distribucion del farmaco hacia el sitio blanco

para ejercer el efecto terapéutico.

Como ya se ha comentado anteriormente, el ojo presenta una fisiologia y anatomia
particular que regula y limita la permeabilidad de los farmacos a través de este. Para tales
fines, los colirios los cuales son utilizados en un 90% de las formulaciones oftalmicas, se
ven en desventaja puesto que tras su aplicacion, sélo aproximadamente el 5% del farmaco
penetra el epitelio corneal y el resto llega a circulacion sistémica; lo cual aumenta la
probabilidad de que el paciente presente reacciones adversas (Li et al., 2007). Conociendo
estos datos, los investigadores han buscado soluciones a través de las microemulsiones

como sistema de liberacion.

En el caso del antibidtico ofloxacino, indicado para el tratamiento de queratitis bacteriana,
Ustiindag-Okur y colaboradores elaboraron dos formulaciones con este ingrediente activo,
M10OFX y M20OFX. Los sistemas estaban compuestos por acido oleico (fase oleosa), Tween
80 (tensoactivo), Etanol (cotensoactivo), Agua destilada (fase acuosa) y solucién de NaOH
0.5 N (para ajustar el pH). Adicionalmente, una de ellas (M20OFX) contenia lactato de

oligosacarido de quitosano.
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En una celda de difusidn de Franz probaron las formulaciones utilizando cérnea de conejo
en vez de una membrana. Los resultados derivados de este estudio fueron porcentajes de
permeacion donde la formulacién M10OFX obtuvo el mayor porcentaje (4.421 + 0.530%),
por otro lado, la formulacién comercial obtuvo el valor de 2.988 + 0.061%. Adicional a ello,
obtuvieron el porcentaje de penetracién haciendo un proceso de digestion a la cérnea. El
valor mas alto de penetracién lo obtuvo también la formulacién M10FX (35.767 + 2.531%);
este fue incluso el doble en comparaciéon al porcentaje obtenido para la formulacion
comercial (18.843 +£1.885%). Cabe aclarar que la permeacion esta relacionada al paso del
farmaco a través de la cérnea desde el sitio de aplicacion hasta el medio receptor; mientras
que la penetracion no necesariamente conlleva a la salida del farmaco fuera de la cornea.
Adicionalmente, es importante mencionar que la formulacién M10FX presentd un tamafo
de gota promedio de 4.563 + 0.192 nm (Ustiindag-Okur et al., 2014). Por otro lado, los
autores relacionan el incremento de la permeabilidad (permeacidon y penetracion) con el
tiempo de permanencia en la superficie ocular del farmaco, el cual fue de 40 min para las

microemulsiones y de 5 minutos para la solucién comercial.

Por otro lado, Shaul Muchtar y colaboradores estudiaron la permeabilidad de la
indometacina usando microemulsiones. Este farmaco dispuesto en colirios ha sido empleado
para reducir la inflamacién post operatoria tras el tratamiento quirdrgico de cataratas. Sin
embargo, presenta algunos inconvenientes como irritacién, dolor local y baja
biodisponibilidad. Esta ultima se relaciona con la absorcién y permeabilidad. En su
publicacion también reportan haber realizado un estudio de permeabilidad en cérnea de
conejos del cual obtuvieron un coeficiente de permeabilidad aparente 3.8 veces mas grande
en comparacién con una solucién comercial. Este resultado se lo atribuyen a que el

preparado cubria una mayor superficie de contacto con el ojo derivado del tamafio de
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particula en el orden de los nandémetros que este presenta. Para obtener el coeficiente de
permeabilidad graficaron la cantidad de farmaco permeado contra el tiempo, obtuvieron la
pendiente de la parte lineal del grafico y utilizaron la siguiente ecuacién (Muchtar et al.,

1996):

U 1
PP = At " 760 x A % Cy]

Donde AA—‘f es la porcion lineal de la pendiente [ug/min], 60 es el equivalente en segundos de

un minuto, A es el area de la superficie corneal para ese estudio (0.196 cm?) y Coes la

concentracion inicial de farmaco [mg/cm?3] (Muchtar et al., 1996).

Una de las razones por las cuales se ha visto un incremento en la permeabilidad del farmaco
al utilizar MEs esta relacionado a los tensoactivos que las conforman. Se indica en la
literatura que estas sustancias tensoactivas poseen la capacidad de potenciar la
permeacion. Se sugieren varias teorias posibles de cdmo sucede esto. La primera indica que
algunas moléculas tienen efectos al inhibir la expresion de la Glicoproteina P, la cual es un
canal de eflujo sobre la bicapa lipidica de la membrana celular de la cornea y el epitelio
pigmentado de la retina (Ibrahim, 2019); funciona como una bomba que expulsa los
farmacos del interior de las células tras la hidrdlisis del Adenosin trifosfato (ATP) (Ruiz
Gdémez, Souviron Rodriguez & Martinez Morillo, 2002). Se sabe que tensoactivos como los
poloxameros, polisorbatos, ésteres de sorbitan (Spans), éteres de polietilenglicol
(Cremophor) y la vitamina E TPGS (succinato D-alfa-tocoferil polietilenglicol) tienen la
capacidad de inhibir dicha glicoproteian. La segunda, sugiere la disrupcién de los complejos
de uniones estrechas para facilitar el transporte paracelular de los farmacos, es decir, entre
célula y célula. Por otra parte, una tercera sugiere que los tensoactivos modifican las
propiedades fisicas de la membrana celular al incorporarse en la bicapa lipidica permitiendo
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la penetraciéon de farmaco desde el preparado. Una cuarta teoria hace referencia a la
posibilidad de que la bicapa lipidica se sature con micelas. Esto provocaria que se solubilicen
los componentes que conforman la bicapa, por lo que se removerian los fosfolipidos por
medio de las micelas. Finalmente, esto desacoplaria la bicapa lipidica de la membrana

celular (Ibrahim, 2019).

Se ha visto que al incorporar al farmaco en microemulsiones se facilita la penetracién hacia
las estructuras del ojo, tales como la cérnea. El sistema coloidal per se cuenta con un
tamano (10 a 100 nm) y una organizacion estructural Unica en sus fases que contribuyen a
una mayor permeacion a través de la cornea; adicional a ello este arreglo en sus fases
podria contribuir a contar con regiones adicionales donde solubilizar el farmaco
incrementando la capacidad de carga de las MEs. Estas caracteristicas les confieren ventajas

importantes frente a los colirios (Ustiindag-Okur et al., 2014).

5.3.1.4 Liberacion Controlada

La alta frecuencia en la administracion de los farmacos para via ocular representa un factor
que disminuye la adherencia de los pacientes al tratamiento (Habib, EI-Mahdy & Mabher,
2011). Dependiendo el padecimiento, la aplicacién tépica de los productos oftdlmicos se
encuentra entre 1 y 6 horas. Esto implica que el paciente deba estar pendiente de aplicarse

el medicamento e interrumpir sus actividades cotidianas para cumplir con el tratamiento.

Las formas farmacéuticas de liberacién inmediata o convencionales, como los ungientos,
suspensiones y colirios; estan disefiadas para liberar cierta concentracién de farmaco
durante cierto tiempo. La administracion repetida del preparado implica una fluctuacion de
la concentracién entre una aplicacion y otra (Wilson et al., 2012). Por el lado contrario, la

liberacidn controlada se refiere a la salida de una cantidad de farmaco constante a partir la
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forma farmacéutica (Llera-Rojas, 2018) a una velocidad deseada, por un periodo de tiempo
especifico. La velocidad de la liberacion influye en el proceso de absorcidén lo cual puede
alargar el periodo en el que se obtiene el efecto terapéutico (Shargel & Yu, 2016). Una sub
categoria es la accidn sostenida, en la cual el farmaco se libera con el propdsito de que la
absorcion sea constante; de tal manera que las concentraciones en la matriz bioldgica
tengan menos variaciones a través del tiempo (Servicio Navarro de Salud, 2005) y se
mantengan dentro de la ventana terapéutica, es decir, entre la dosis minima para obtener
el efecto terapéutico y la maxima antes de producir efectos no deseados (Wilson et al.,

2012).

En la literatura se considera que las microemulsiones son nanoacarreadores capaces de
prolongar la liberacién de los farmacos y con ello disminuir la tasa de aplicacién de los

mismos (Ligorio Fialho & da Silva-Cunha, 2004) A continuacion se citan algunos ejemplos.

Como se mencionaba en apartados anteriores, cientificos de Turquia elaboraron dos
formulaciones de microemulsiones de ofloxacino. Realizaron estudios de liberacion en bolsa
de diadlisis. La formulacién M20OFX que contenia un compuesto de quitosano mostré una
liberaciédn mas lenta en comparacion con la que no lo contenia (M10FX). Los autores se lo
atribuyen a la viscosidad del preparado (90.01 + 0.011 cP) que fue casi tres veces mas

grande que la formulacién sin quitosano (Ustiindag-Okur et al., 2014).

En la India Bharti y Kesavan desarrollaron microemulsiones compuestas de Tween 80 y
Span 20 como agentes tensoactivos; miristato de isopropilo como fase oleosa; y solucion
amortiguadora de acetatos como fase acuosa. El sistema también contenia moxifloxacino
como principio activo, farmaco indicado para la queratitis bacteriana. Al finalizar los

diferentes estudios que realizaron concluyeron que las MEs son una alternativa a los colirios
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convencionales dada su habilidad de potenciar la biodisponibilidad asi como mostrar una
liberacion sostenida y un tiempo de residencia pre corneal mas largo (Bharti and Kesavan,

2017).

Cientificas Italianas obtuvieron sistemas MEs a partir de una mezcla de lecitina
(tensoactivo), 1-butanol (cotensoactivo), solucion amortiguadora isotdnica de fosfatos,
miristato de isopropilo (fase oleosa) y timolol como principio activo; indicado para el
tratamiento del glaucoma. Realizaron un estudio en conejos en el cual administraban a un
grupo 3 gotas del preparado coloidal cada 4 minutos y a otro grupo la misma dosis y
frecuencia, pero de una soluciéon con timolol. Tomaron alicuotas del humor acuoso a los 5,
15, 25, 30, 40, 60, 90 y 120 minutos. Las muestras se cuantificaron por cromatografia en
capa fina. En los graficos y resultados, se muestra la presencia del farmaco liberado a partir
de la ME aun transcurridos 120 minutos; mientras que con la soluciéon acuosa se dejé de
detectar el timolol a partir del minuto 90. Cabe sefialar que la concentracién absorbida con
las microemulsiones fue considerablemente mayor respecto a la solucidon acuosa (Gasco et

al., 1989).

En Alemania, investigadores realizaron estudios de liberacidn in vitro con un equipo de
didlisis. En sus resultados muestran una grafica donde se observa el perfil de liberacién
semejante al de una accidén prolongada. Cabe mencionar que sus sistemas MEs estaban
compuestos por lecitina y macrogol 1500 (tensoactivos), polietilenglicol 200 y propilenglicol
(cotensoactivos); miristato de isopropilo como fase oleosa y agua bidestilada como fase

acuosa (Habe & Keipert, 1997).

De acuerdo con las publicaciones referenciadas, se sabe que las microemulsiones tienen la

propiedad de liberar el farmaco de tal manera que permita su absorcién constante, por lo
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cual podria adecuarse el preparado y aprovechar la liberacidn controlada del principio activo.
Adicionalmente podrian realizarse investigaciones para optimizar estos sistemas con la
finalidad de no sdélo obtener perfiles de liberacién controlada que soporten su uso como una
forma farmacéutica propia de dicho tipo de liberacién, sino que ademas se apliquen para

disminuir la frecuencia de administracion.

5.3.1.5 Tamano de particula o gldébulo

Cabe sefialar que las microemulsiones se caracterizan por ser sistemas visiblemente
transllcidos, inclusive algunos autores también los catalogan como transparentes. Esta
particularidad es consecuencia de su tamano de particula (10 a 100 nm) puesto que es
mucho menor en comparacion con la longitud de onda de la luz visible (400 a 700 nm)
(Benita, 2005). Esta caracteristica dptica reduce la discapacidad visual tras la aplicacién del
preparado, lo cual permite una mejor adherencia al tratamiento (Ibrahim, 2019). Esta es
una ventaja importante frente a los unglentos, los cuales son generalmente aplicados en
la noche dado que pueden causar vision borrosa (Baranowski, Bozena Karolewicz, et al.,

2014).

Aunado a ello, en la literatura también se relaciona al tamafio de glébulo o particula con
una mejor adherencia a las membranas (Talegaonkar et al., 2008). Se considera que un
tamafio de particula en el orden de los nandmetros posibilita la penetracién en la cérnea
(Ustiindag-Okur et al., 2014), lo cual es uno de los mayores retos para mejorar la absorcién

y consecuentemente la biodisponibilidad del farmaco.

Por otra parte, se ha establecido que para evitar la irritaciéon ocular los sistemas nano

particulados pueden poseer un tamafo de particula incluso mayor a 10 um. En este sentido,
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el tamafio caracteristico de las microemulsiones (entre 10 y 100 nm), contribuye a la

tolerabilidad y seguridad del preparado (Ibrahim, 2019).

5.3.1.6 Ventajas sobre Formas Farmacéuticas convencionales

Los investigadores usualmente comparan la permeabilidad y biodisponibilidad entre las
microemulsiones y colirios oftalmicos. La mayoria realizan estudios in vitro por el método
de didlisis. La biodisponibilidad es la ventaja mas reportada en la literatura, sin embargo,

no es la Unica. A continuacién, se mencionan algunos ejemplos.

Ligério y da Silva compararon los parametros farmacocinéticos de tiempo y concentracién
maxima, y area bajo la curva de la microemulsidn contra una suspension oftalmica
comercial por medio de la administracién de los preparados en los ojos de conejos blancos
Nueva Zelanda. Tras realizar la prueba estadistica t encontraron diferencias significativas.
Los valores de area bajo la curva y concentracién la microemulsidn son dos veces mayores
a los obtenidos con la forma farmacéutica convencional. Por otro lado, el tiempo maximo
(Tmax) se vio reducido a la mitad (30 min.) (Ligério Fialho & da Silva-Cunha, 2004). Estos
resultados se traducen no sélo en un paso mas rapido del farmaco a través de las
estructuras oculares sino también en mayor cantidad; por lo cual se obtuvo una Tmax menor,
asi como una concentracién mayor de farmaco administrado disponible, respectivamente.
El area bajo la curva indica una mayor biodisponibilidad. La literatura indica que se logra
obtener el efecto antiinflamatorio con dexametasona sin toxicidad hasta los 200 ug/mL. En
este articulo se demuestra la ventaja de emplear microemulsiones como forma farmacéutica

sobre una suspension oftalmica convencional.
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Como se mencionaba en el apartado sobre liberacién controlada, Habe y Keipert
incorporaron hidrocloruro de pilocarpina, farmaco que comiunmente es indicado para el
tratamiento del glaucoma (Goodman and Gilman, 1996) en microemulsiones. Es importante
aclarar que los autores no tenian como objetivo estudiar sus efectos para tratamiento del
glaucoma. Ellos realizaron un estudio para observar uno de los efectos farmacoldgico de la
pilocarpina, la miosis (contraccién de la pupila) resultante posterior a la administracion de
pilocarpina en conejos. Sus resultados revelan que la biodisponibilidad utilizando
microemulsiones fue significativamente mayor en comparacién con una soluciéon acuosa de

este farmaco (Habe and Keipert, 1997).

Por otro lado, Lv, Zheng y Tung de China, estudiaron el comportamiento en la estabilidad
del cloranfenicol en microemulsiones aceite en agua elaboradas con Span y Tween 20 y 80,
n-butanol, miristato y palmitato de isopropilo y agua bidestilada. Este principio activo se
caracteriza por su baja solubilidad en agua y por ser facilmente hidrolizable, lo que
promueve la formacién de glicoles. En los colirios convencionales se encuentran una gran
cantidad de estas sustancias y consecuentemente menor concentracion de farmaco.
Utilizaron el método de Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC por sus siglas en
inglés) para cuantificar el porcentaje de glicoles en dos formulaciones de microemulsiones
y en un colirio comercial. Los resultados sefalan una considerable disminucion de la
presencia de glicoles en los preparados de microemulsiones en comparaciéon con el colirio.
Los autores se lo atribuyen a la insercion del fdrmaco en la estructura de los gldbulos ya
que este cuenta con grupos hidréfilos (hidroxilo y grupo nitro) e hidréfobos (fenilo) como
los tensoactivos, lo que favorece su interaccion molecular con las sustancias tensoactivas

(Lv, Zheng & Tung, 2005).
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En este caso, un sistema coloidal como las microemulsiones permitieron dar solucién a un
problema de estabilidad del farmaco al prevenir su hidrélisis. De alguna manera se vio
“protegido” por la estructura y composicién de la fase oleosa que caracteriza a estos
sistemas. Es posible que si se utilizara esta tecnologia en un colirio de cloranfenicol se
tendria mayor seguridad de que las concentraciones en el preparado seran suficientes
cuando se le administre el medicamento al paciente en un momento dado o meses después
de la fabricacién del medicamento, sin que haya una disminucidon importante en la cantidad

de farmaco disponible.

En Turquia, Ustiindag-Okur y colaboradores, fabricaron microemulsiones cargadas con
Ofloxacino. Este farmaco podia encontrarse en el mercado en la presentacion de colirio

(solucién) conteniendo 0.3% de farmaco.

Dentro de los inconvenientes que afectaban al paciente y su adherencia terapéutica, se
encontraba la alta frecuencia de administracion. Siendo que para la queratitis bacteriana se
administra el medicamento cada 2 a 4 horas; y cada 30 minutos para ulceras corneales.
Esto estd asociado al rapido “lavado” del preparado cuando se encuentra en la superficie
ocular. Sumado a los cortos periodos de administracion, la alta frecuencia de la aplicacion
se encuentra asociada a reacciones adversas como dolores de cabeza, disminucion de la

visién en espacios poco iluminados y pseudomiopia (Ustiindag-Okur et al., 2014).

Estos cientificos concluyeron que las microemulsiones podrian ser ofrecidas como una
estrategia prometedora para los farmacos dirigidos a las patologias oculares ya que
obtuvieron mejores resultados en las pruebas donde compararon sus formulaciones MEs

contra una solucion comercial:
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A)

B)

C)

En tiempo de retencién del preparado, siendo de 40 minutos para las microemulsiones
y de 5 minutos para la solucién comercial.

En un estudio compararon los tratamientos con el sistema ME y la solucién comercial.
Para ello, indujeron queratitis a los conejos inoculando la bacteria Staphylococcus
aureus; posteriormente les aplicaron a los conejos 50 pL (2 gotas) del preparado cada
12 horas por 24 horas, durante 7 dias. Al finalizar el tratamiento se revisa el ojo tratado.
En las fotografias se observa primero el ojo sin tratar el cual presenta la cérnea
totalmente opaca; enseguida se muestra el ojo que fue tratado con el preparado de
microemulsiones donde practicamente no se observan opacidades. También mencionan
que obtuvo el menor puntaje de sintomas clinicos. Finalmente, el ojo tratado con el
producto comercial después de 7 dias de tratamiento alin muestra signos clinicos y una
porcidon opaca en la cornea. La mejora se le atribuye al mayor tiempo de retencion del
preparado sobre la superficie ocular (Ustiindag-Okur et al., 2014).

La viscosidad de sus formulaciones fue mayor en comparacion con la solucién comercial,

lo cual permite una mayor permanencia del preparado sobre la superficie ocular.

En Italia, Gasco y Gallarte realizaron experimentos in vivo en conejos. En los resultados se

observa que el tiempo de absorcién del farmaco incluido en MEs es mayor en comparacion

con la solucidn; este se encuentra representado por una pendiente menos pronunciada en

el grafico de la concentracidon del ingrediente activo en funcidn del tiempo. Adicionalmente,

el drea bajo la curva de las microemulsiones fue 3.5 veces mayor que el de la solucidon

(Gasco et al., 1989), lo cual refleja el potencial de las microemulsiones para mejorar la

absorcion y por ende en la biodisponibilidad del farmaco.

Con base en las publicaciones referenciadas, es posible notar que las microemulsiones

permiten mitigar el corto tiempo de residencia en la superficie ocular; mejorar la absorcién
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y, consecuentemente, incrementar el area bajo la curva de los farmacos respecto a los

colirios convencionales, sean soluciones o suspensiones.

5.4 Desventajas

Se han recapitulado las caracteristicas de las microemulsiones que las hacen una alternativa
factible como tecnologia o forma farmacéutica para los farmacos dirigidos a la terapia de

padecimientos oculares. Sin embargo, en la literatura se han encontrado desventajas.

Las MEs son sensibles a la temperatura y fuerza idnica dada su composicidon con agentes
tensoactivos (Callender et al., 2017). La mayoria de estos agentes usados para via oftalmica
son no iénicos, por lo que el efecto en la salinidad del preparado no tendria tanta influencia
en comparacion con aquellos que si lo son. Respecto a la temperatura, se sabe que la
hidrofobicidad de los tensoactivos aumenta, al aumentar la temperatura, lo cual podria

modificar la organizacién interna del sistema (Ibrahim, 2019).

Como se ha mencionado antes, las microemulsiones contienen una cantidad alta de
tensoactivos (15-30%) lo cual aumenta el riesgo de presentar cierta toxicidad. Dentro de
los tipos de tensoactivos, los catidnicos son los que presentan mayor toxicidad, seguidos de
los anidnicos y por ultimo los no idnicos, que se conocen por ser los que presentan menor
toxicidad, los cuales son los mas usados para los preparados oftalmicos (Rajpoot & Tekade,
2019). Por ello, es que se debe tener especial cuidado en seleccionarlos ademas de hacer

las pruebas necesarias para verificar que la formulaciéon sea lo menos irritante posible.

Otra desventaja es la posible inestabilidad del preparado al diluirlo. Para determinar el

tamano de particula, morfologia y superficie de los sistemas coloidales se utilizan métodos

93



de dispersion, los cuales requieren que se diluya la muestra, sin embargo, las
microemulsiones tienen una composicion definida y se asocia la dilucion a modificar las
proporciones de los ingredientes (Tadros, 2014). Por otro lado, en algunas publicaciones se
ha reportado que mantienen su estabilidad a pesar de la adicion de mas fase extensa. Es
importante tomar en cuenta que, en condiciones reales, si se aplicara el medicamento por
via topica, este inevitablemente se veria diluido en la pelicula lagrimal. Si este no mostré
estabilidad al ser diluido en condiciones in vitro, no se tendria un antecedente que
pronostique su estabilidad una vez administrado. El riesgo de no realizar esta prueba esta
relacionado a la saturacién de la fase acuosa en una ME O/W con farmaco poco soluble,
provocando que precipite (Benita, 2005) lo que consecuentemente evitaria su absorcion y

biodisponibilidad.
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5.5 Farmacos incorporados a microemulsiones.

Se reportd en 2014 la existencia en el mercado una formulacion de microemulsién oftalmica

conteniendo Ciclosporina A (Ustiindag-Okur et al., 2014)

Por otro lado, han realizado numerosas investigaciones sobre las microemulsiones como
sistemas de liberacidon como una alternativa a las formas farmacéuticas convencionales para

la via ocular, es de interés mencionar para qué farmacos se han realizado dichos estudios.
En la Tabla 2 se muestran los fdrmacos que se han incorporado en microemulsiones.

Tabla 2. Farmacos formulados en microemulsiones.

Farmaco Indicacion

Difluprednato
Inflamacién y dolor asociado a
(Baranowski, Bozena Karolewicz, et
procedimientos quirurgicos
al., 2014)

Ciclosporina A
Queratitis, Ojo Seco,
(Baranowski, Bozena Karolewicz, et
Trasplante Corneal
al., 2014)

Acetil Flurbirprobeno
Inflamacién posoperatoria de
(Baranowski, Bozena Karolewicz, et
cataratas
al., 2014)

Profarmaco de flurbirprofeno
Inflamacién posoperatoria de
(Baranowski, Bozena Karolewicz, et
cataratas
al., 2014)
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Ofloxacino (Ustiindag-Okur et al.,

2014)

Queratitis Bacteriana

Timolol (Li et al., 2007)

Glaucoma

Tacrolimus (Kumar and Sinha,

Profilaxis de rechazo en
pacientes con trasplante de

cornea. Profilaxis de rechazo

2014)
en pacientes con trasplante de
coérnea
Everolimus Inmunosupresor

Prednisolona

(Kumar and Sinha, 2014)

Condiciones alérgicas e

inflamatorias

Levobunolol (Gasco et al., 1989)

Glaucoma

Prednisona (Benita, 2005)

Condiciones alérgicas e

inflamatorias

Nitrofurazona (Benita, 2005)

Agente bactericida,

desinfeccion de heridas.

Fenilbutazona (Benita, 2005)

Infeccion e Inflamacion

Betametasona (Benita, 2005)

Inflamacion

Menadiona (Benita, 2005)

Hemorragias Quirdrgicas y

traumaticas

Atropina (Benita, 2005)

Infeccion e Inflamacion

Cloranfenicol (Benita, 2005)

Antibiotico bacteriostatico

indicado para procesos
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infecciosos como conjuntivitis

y queratitis

Indometacina (Benita, 2005)

Inflamacion

Diclofenaco (Benita, 2005)

Inflamacién por cirugia para
tratar cataratas, queratomia
radial, trabeculoplastia por

laser

Pilocarpina (Benita, 2005)

Glaucoma

Moxifloxacino (Bharti and Kesavan,

2017)

Queratitis bacteriana

Vancomicina (Nair, Chakrapani and

Kaza, 2012)

Conjuntivitis y

blefaroconjuntivitis
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5.6 Pruebas

5.6.1 Pruebas in vivo

Las pruebas que se realizan, ademas de caracterizar las propiedades de la formulacion y
comprobar su calidad, sirven en gran medida para determinar la seguridad del producto
final. Lo cual es y debe ser de los aspectos mas importantes tanto para las entidades
regulatorias como para la industria farmacéutica y cosmética.

La importancia de verificar la seguridad de los medicamentos surge, desafortunadamente,
de eventos en los que se ha danado o puesto en riesgo la salud o vida de las personas. Tal
es el caso de una mujer de Ohio (Estados Unidos de América) que en el afio de 1933 le
tineron las cejas y pestafias con un producto cosmético que se comercializaba. Este contenia
derivados del alquitran de hulla y parafenilendiamina (PPD), el cual puede causar blefaritis
alérgica, queratoconjuntivitis tdxica y queratitis bacteriana secundaria. La mujer presenté
queratitis y durante el mes posterior a la tincidn que se realizd, asi como Ulceras corneales
causadas por estafilococos (Wilhelmus, 2001).

La importancia de este suceso impulsd a la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) a evaluar la seguridad oftdlmica de los productos para proteger a los ciudadanos de
cualquier exposicion que representara un riesgo. No sélo se hizo en los Estados Unidos, sino
también en Canada, la Unidn Europea y Japon. Si bien, algunos métodos como cultivos
celulares ayudan a predecir la seguridad de los productos, no siempre predicen el impacto

en el ojo vivo (Wilhelmus, 2001).
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5.6.1.1 Pruebas de calidad

5.6.1.2 Prueba de irritabilidad ocular.

Se entiende por irritacion ocular, cualquier conjunto de cambios estructurales e
inflamatorios reversibles dentro de un periodo de 21 dias (European Commission, 2017).
Por el contrario, si el dafo fuera irreversible se considera que el preparado o la sustancia
en cuestion es corrosivo (Wilhelmus, 2001). Para predecir la existencia de irritaciéon en
humanos, se han realizado pruebas en animales. El método que precede a las pruebas

actualmente existentes es la prueba Draize.

5.6.1.2.1 Prueba Draize

Tiempo después del incidente en Ohio, la FDA contrata al Quimico Farmacéutico John H.
Draize en la Divisidon de Farmacologia donde estaria encargado de desarrollar métodos de
prueba para identificar los efectos adversos de productos cosméticos. Ademas, en 1940 lo

nombraron lider de la rama de toxicidad dermatoldgica y ocular.

Draize junto con su colaborador Geoffrey Woodard, publicaron un reporte sobre cémo
evaluar la exposicion en diferentes intervalos de tiempo, al aplicar los compuestos en piel y
ojos de conejo. Su método después sufrido modificaciones en el nUmero de conejos a utilizar,
el tiempo de evaluacidén después de la exposicion y las estructuras a evaluar asi como los

criterios para dictaminar el efecto de los preparados en estos drganos (Wilhelmus, 2001).

En la Figura 23 se describe el método original, el cual comprende el uso de 9 conejos blancos

de raza Nueva Zelanda.

El método consiste en evaluar primero que los ojos de los animales se encuentren en estado

normal antes del experimento. Se aplica la sustancia prueba en uno de los ojos mientras
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que el otro sirve de control. No se recomienda el uso de anestesia tépica antes de la
aplicacion del preparado. Acto seguido, se observa si existe opacidad en la cornea y qué tan
extensa es. En el iris se evalla si existen pliegues, hinchazén, congestidon, hemorragia,
destruccion y si este reacciona a la luz de manera lenta (lo cual es positivo). En la conjuntiva
se observa la presencia de enrojecimiento de la conjuntiva palpebral, vasos inyectados o
mas pronunciados de lo normal; quemosis o cualquier inflamacion fuera de lo normal con o
sin eversion de los parpados y presencia de secrecion (Wilhelmus, 2001). En la Tabla 3 se

muestra el puntaje que se le da a cada rubro.

-
‘R0

e %

Conejos Blancos

Se le asigna un puntaje Nueva Zelanda N

a los cambios en los

cambios observados. Evaluacion de
ambos ojos
para asegurar
S A que estan sanos
valuacion
observacional en = km
el tiempo: 1, 24, 48 ( e
y 72 horas.

e recomienda el

El otro ojo b
uso de anestesia topica.

& @ oo

e control,
Se aplica cierto volumen o
: : Puede no
cantidad del preparado en un ojo.
tratarse.

Figura 23. Método general de la prueba Draize para ojo.
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A pesar de que se cuenta con un conjunto de caracteristicas o modificaciones observables
como se enlistan en la Tabla 3, en la literatura no se indica un intervalo con el cual se pueda
dar un veredicto sobre si la sustancia es irritante o no, sélo se considera que la formulacién
podria causar irritacion al ojo humano si este es cercano o igual a 110. Aunado a esto, se
recomienda que debe tomarse en cuenta el nimero de animales que estan presentando
algun signo. Si al menos 4 de 6 animales presentan signos entonces la prueba puede
considerarse como positiva; en caso de que uno o ninguno tenga alguna respuesta al
preparado, se considera negativa. Y si 2 o 3 animales presentan signos y los otros no,
entonces habria que repetir el experimento. Cabe mencionar que el estudio original
involucra 9 unidades experimentales, sin embargo, puede reducirse a 6, esto depende

también del tipo de disefio experimental que se requiera (Wilhelmus, 2001).
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Tabla 3. Criterios de evaluacion de los signos observados en la cérnea, iris y conjuntiva.

Modificado de Wilhelmus, 2001.

Estruct_ura Resultado o respuesta observable Puntaje Puntaje Total por
del ojo estructura

A. Opacidad o grado de densidad

Area dispersa o difusa y se
alcanzan a observar los detalles 1
del iris

Areas transllcidas faciles de
discernir. Los detalles del iris se
observan ligeramente
oscuerecidos.

Areas opalescentes. No se
observan detalles del iris y la 3
pupila es apenas discernible

Opaco. Iris no visible.

Puntaje de las
observaciones en cornea

B. Extensidn del drea afectada. (PCorn) = A*B*5
Intervalo de 0 a 80.

Coérnea

1
Al menos un cuarto o menos.
Entre 1/4 y menos de la mitad 2
de la cérnea
Mas de la mitad pero menos que 3
3/4 de la cérnea.
4

Més 3/4 o toda el area de la
cornea.
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Iris

A. Observaciones anormales
Pliegues arriba de lo normal,
congestion, hinchazén
acompafada (o no) de inyeccion
alrededor de la cérnea. El iris
sigue reaccionando a la luz. Si se
da de manera lenta se considera
una reaccion positiva.
Hemorragia, destruccién del

tejido. No se presenta reaccion a la
luz.

Puntaje de las
observaciones en iris (PI)
= A*5

Intervalo de 0 a 10

Conjuntiva

A. Enrojecimiento de la conjuntiva
palpebral

Los vasos se observan
inyectados mas de lo normal

Se observa rojo carmesi mas
oscuro. No es posible discernir los
vasos de manera individual

Se observa un tono rojo similar
al de la carne cruda.

B. Quemosis
Cualquier inflamacidn arriba de
lo normal

Inflamacion obvia con eversion
parcial del parpado

Inflamacién con el parpado
parcialmente cerrado

Inflamacién con el parpado
cerrado por completo o casi
completamente
C. Descarga o Secrecion

En cualquier cantidad diferente a
la normal

Descarga con humedad en los
parpados y vellosidades
adyacentes a los parpados

Descarga con humedad en los
parpados y un area considerable
alrededor del ojo.

3

Puntaje de observaciones
en conjuntiva (PConj) =
(A+B+C)*2

Intervalo de 0 a 20

Puntaje total

Suma del puntaje de la afectacion observable

en la cérnea, iris y conjuntiva.

Total = Pcorn + PI +
Pconj
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Adicionalmente, es importante considerar si el cambio en el ojo es reversible o irreversible
ya que esto indicara si la sustancia es irritante o corrosiva. Por ello, es de utilidad dar
seguimiento a aquellos animales en los que los signos persistan incluso mas allad de las 72
horas o incluso después de haber transcurrido los 7 dias posteriores al experimento.
También se sugiere re examinar a aquellos sujetos que hayan presentado algin cambio y

este haya desaparecido (Wilhelmus, 2001).

Esta prueba fue bastante criticada no sélo por el trato y el uso de animales tanto para el
uso farmacéutico como cosmético (el cual se veia mas justificado para el primero que para
el segundo); sino también, por la falta de reproducibilidad dadas las variables (diferencia
entre la fisiologia ocular humana y animal; susceptibilidad ocular mayor en comparacién
con la humana, por mencionar ejemplos) que podrian influir en el experimento. Ademas,
era incierta la aceptabilidad de la prueba a través de métodos estadisticos.
A pesar de lo antes mencionado, fue posible predecir de manera correcta la irritacién ocular
en humanos en el 85% de los preparados o sustancias téxicas utilizadas entre 1945 y 2000

(Wilhelmus, 2001).

En la actualidad, en México se utiliza la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) para establecer los requisitos minimos de calidad para los productos nacionales e
internacionales que sean comercializados en este pais. En esta se encuentra descrito el

método general de analisis (MGA) 0516 referente a la Irritabilidad Ocular.

El MGA indica que deben seleccionarse 6 conejos albinos sanos que no hayan sido utilizados
en otra prueba de irritabilidad y no presenten defectos o irritacion ocular visible. Se les
aplica 0.1 mL de la muestra liquida o0 100 mg de la muestra en polvo o semisdlida. También

es posible aplicar sustancias en forma de granulos o escamas siempre que se compacten
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sin alterar o romper su forma original. Se inmoviliza al animal para instilarle la muestra en
el parpado inferior; posteriormente se cierra el parpado por un segundo y el otro ojo se
deja sin tratar. Se examinan los ojos a las 24, 48 y 72 h con |lampara y lupa; y se registra
el grado de irritacién. En caso de tener dudas es posible aplicar fluoresceina sédica estéril

al 2.0%, las areas dafiadas se observan de color amarillo (Secretaria de Salud, 2018).

Para la medicion de la reaccion de irritacidon, se considera una reaccion positiva cuando se

observa alguna de las siguientes alteraciones:

* Ulceracién en la cornea, que se manifiesta como punteado fino.

* Opacidad en la cérnea.

* Inflamacién del iris, que se identifica como una ligera depresion o arruga, o
enrojecimiento de los vasos sanguineo circuncorneales.

+ Inflamacién de la conjuntiva. Se puede observar eversién parcial de los parpados o
un enrojecimiento carmesi difuso sin distincidén individual en los vasos sanguineos

circuncorneales (Secretaria de Salud, 2018).

La interpretacion de la prueba se basa en el niumero de conejos que presenta reaccidn
positiva. En caso de que sea sélo uno, entonces la prueba se considera satisfactoria. Por el
contrario, si cuatro o mas de los animales presentan reaccion positiva, la muestra es
irritante. Al igual que en la prueba Draize, la FEUM sefala que en caso de que sdélo dos o
tres animales presenten reaccidn positiva se debe repetir la prueba con otros 6 animales.
Esta segunda prueba se puede considerar positiva si tres 0 mas animales presentan reaccion
positiva. De ser asi, entonces se realiza una tercera prueba con el mismo nimero de
animales (6) y si un animal presenta una reaccion positiva, entonces la muestra se considera

irritante.
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Realmente lo que esta estipulado en México por la farmacopea no es muy distinto a los
criterios de evaluacién que se indican para la prueba Draize. Las diferencias radican en la
falta de seguimiento a lo largo del tiempo para evaluar si el dafio es permanente; ademas

de que no se asigna un valor numérico a los efectos observados.

Otro punto para destacar es que en la FEUM aun no se cuenta con métodos in vitro para
evaluar la irritabilidad ocular mientras que la Comisién Europea cuenta con el Centro para
la Validacién Alternativa (ECVAM) el cual busca evitar el uso innecesario de animales, y
sugiere métodos alternativos para este fin. Existen varias pruebas las cuales se mencionan

en la Figura 27. En la seccidén 5.6.2.2.7 se encuentran descritas.

Por otra parte, también sefiala las caracteristicas que debe de tener una prueba in vivo la
cual es similar a la Draize. En la version de la Comisiéon Europea (Test Guideline 405) se
examina la opacidad corneal, inflamacion del iris, el enrojecimiento de la conjuntiva y la
guemosis, los cuales reciben un valor numérico después de la observacion a las 24, 48 y 72
horas tras la instilacién de la muestra en el saco conjuntival de tres diferentes animales.

Con base en los resultados, se le da una categoria a la sustancia (Comisién Europea, 2017):

Categoria 1 Cuando al menos en un animal el efecto causado no se revierte por
completo o no se espera que sea revertido en un lapso de 21 dias
Categoria 2 Cuando los efectos se revierten por completo en un lapso de 21 dias.
Categoria 2A. Se considera irritante para los ojos cuando el efecto no
se revierte por completo durante 7 dias de observacion.
Categoria 2B. Ligeramente irritante para los ojos cuando el efecto es

completamente reversible en un lapso de 7 dias de observacién.
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Aquellas sustancias que no entren en alguna de estas categorias se consideran como no

irritantes.

5.6.2 Pruebas in vitro

5.6.2.1 Caracterizacion de las Microemulsiones

5.6.2.1.1 Estudios de Comportamiento de fase.

Conocer el tipo de fase que se obtiene al realizar las diferentes combinaciones entre
proporciones de los ingredientes es de los primeros pasos del disefio de una microemulsion.
Es de utilidad registrar los resultados en los diagramas de fase (ternarios o pseudoternarios)
para conocer las regiones en donde se forman los sistemas deseados, los cuales
generalmente poseen caracteristicas como ser estables, isotrépicos, de un tamano de
particula o morfologia en especifico (Karunaratne, Pamunuwa & Ranatunga, 2017). Esto se
puede lograr por medio de observaciones macroscépicas de aspectos como la formacién de
sistemas monofasicos y translicidos (Katiyar et al., 2013). Por otro lado,
microscépicamente, permiten distinguir y diferenciar las zonas donde se forman estructuras
diferentes a las microemulsiones, por ejemplo, los cristales liquidos y emulsiones. Esto
puede realizarse a través de observaciones por microscopia de contraste de fase o

microscopia de transmision de electrones por fractura en congelacién (Katiyar et al., 2013).

5.6.2.1.2 Tamaio de particula e indice de polidispersion

Las técnicas de dispersidon son métodos que proveen informacion sobre el tamafo, forma y
estructura de las microemulsiones. El método mas comun para medir el tamano de particula
e indice de polidispersion, es el de Dispersion de Luz Dinamica (DLS por sus siglas en inglés),

se refiere al fenomeno por el cual la luz blanca se descompone al penetrar un medio
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transparente. Este fendmeno esta relacionado con el indice de refraccidon del medio, el cual
se refiere al cambio en la direccién y velocidad de onda al cambiar de un medio a otro
(Millan, Escofet & Pérez, 2003). En la técnica de Dispersidon Dindmica de la Luz se mide el
cambio de la intensidad de la luz dispersada por el movimiento de las particulas que
muestran un movimiento Browniano (aleatorio) esparcidas en un fluido a través del tiempo.
Con la informacién obtenida de esta técnica es posible obtener el radio hidrodinamico, el
cual esta relacionado con el tamano de las particulas, puesto que se trata de la capa o
corona de agua que la rodea (Guialab, 2018). Sin embargo, este no es el Unico que existe,
también se han encontrado publicaciones en las que utilizar otras técnicas como Dispersion
de Neutrones de Angulo Pequefio (SANS); Dispersion de Rayos — X de angulo pequefio
(SAXS); microscopia electrénica de criotransmision; (Kumar Jha, Dey & Karki, 2011). Las
técnicas mencionadas no sélo permiten obtener informacion sobre el tamafio de los glébulos
o particulas, si no también acerca de la morfologia de los materiales (Hammouda, Krueger

& Ginka, 1993).

Ademas de la estabilidad termodinamica, caracter isotrépico y baja tensién interfacial;
medir el tamano de particula o gldbulo es otro de los parametros, que permite saber si el
sistema en cuestién se trata de una microemulsiéon. Se han encontrado publicaciones en
las que se han reportado MEs con tamafos de particulas de 200 nm o mas. Por otro lado,
publicaciones mas recientes definen que el tamafio de glébulo de los sistemas MEs se
encuentra entre un limite inferior de 5 0 10 nm y un limite superior de 100 nm (Karunaratne,

Pamunuwa & Ranatunga, 2017).

Por otra parte, el indice de polidispersién se define como la desviacién estandar de la
distribucion del diametro del tamafio de particula dividido entre el promedio del tamafo de
particula. Este es usado para estimar la uniformidad promedio de las particulas dispersadas.
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Una muestra se considera monodispersa cuando el valor es menor a uno (Clayton, Salameh

& Kinzer-Ursem. T.L., 2016).

5.6.2.1.3 Viscosidad

La medicién de la viscosidad es una de las propiedades que se evallian en productos
farmacéuticos liquidos y semisélidos; se define como la resistencia al flujo (Aulton y Taylor,
2013) o como la medida de la resistencia de un fluido al corte cuando esta en movimiento.
El término de fluido se puede definir como una sustancia incapaz de resistir fuerzas o
esfuerzos de corte sin deformarse (Duarte Agudelo & Nifo Vicentes, 2004). Por otro lado,
la viscosidad también es conocida como una proporcion del esfuerzo cortante dividido entre
la velocidad cortante. Si se grafica el esfuerzo cortante (eje Y) como funcidén de la velocidad
de corte (eje x), se puede obtener el valor de la pendiente, es decir, el valor de la viscosidad
(Ramsey, 2019). Por otro lado, si el coeficiente de correlacién del grafico es mayor a 0.990
(r>>0.990) se puede considerar que la sustancia en estudio tiene un comportamiento

Newtoniano, de lo contrario, seria No Newtoniano (Moreno, Ballesteros & Frutos, 2003).

Los fluidos Newtonianos son aquellos que se comportan de acuerdo con la ley de viscosidad
de Newton, en la cual, el esfuerzo cortante (1) presenta una relacidn lineal con al gradiente
de velocidad o deformacion (du/dy) por la viscosidad (u), la cual es una constante (Duarte

Agudelo & Nifo Vicentes, 2004).

du
T=|.1d—y
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Por otro lado, se sabe que la viscosidad de los fluidos Newtonianos no se ve afectada por la
variacién en la velocidad cortante o velocidad de flujo. Usualmente los liquidos no contienen
particulas suspendidas son aquellos que muestran este tipo de comportamiento (Ramsey,
2019). El agua y la miel son ejemplos de este tipo de fluidos (Alexander, 2017). Ademas,
cuando se encuentran en reposo (a cero velocidades cortantes) no generara esfuerzo
cortante. Es por ello que, como se muestra en la Figura 24, en los graficos de los fluidos

Newtonianos es comun encontrar que tienen un inicio en el origen (0,0) (Ramsey, 2019).

Comportamiento de Fluido Newtoniano

Esfuerzo Cortante T

Velocidad de corte du/fdy

Figura 24. Comportamiento de un fluido Newtoniano al graficar esfuerzo
cortante contra velocidad de corte. Modificado de Alexander, 2017.
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Por el contrario, los fluidos No Newtonianos, son aquellos que no se comportan de acuerdo
a la Ley de Newton, esto significa que un fluido de este tipo podria tener una viscosidad o
pendiente que varia con la velocidad de corte o una interseccidon que no sea de cero o incluso
ambas caracteristicas (Ramsey, 2019), es decir, su viscosidad depende de la velocidad de
corte o deformacion por lo que muestran una relacion no lineal entre el esfuerzo cortante y
la velocidad de corte (Alexander, 2017). Los fluidos que contienen soélidos o polimeros
generalmente son no Newtonianos. Un ejemplo de esto pueden ser los shampoos o la

maicena en agua (Ramsey, 2019).

Los fluidos No Newtonianos pueden describirse de acuerdo con cémo se deforman, pueden
ser eldsticos, viscosos y viscoeldsticos. Los materiales elasticos se deforman con la
aplicacion de un esfuerzo, pero esta deformacién y energia de deformacién es totalmente
recuperable (reversible) cuando los esfuerzos se liberan. Esto no ocurre con un material
viscoso, en el que cualquier aplicacién de esfuerzo o energia se disipa en forma de calor y
no puede ser recuperada al retirar el esfuerzo aplicado. Por ultimo, los materiales
viscoelasticos tienen un comportamiento que varia entre una deformacion elastica y viscosa

(Shenroy, 2018).

Ademas de clasificar a los fluidos no Newtonianos por su deformacién, existen diferentes
tipos dentro de la clasificacion de los viscosos y viscoelasticos, los cuales se muestran en la

Figura 25 (Shenroy, 2018).
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Fluidos no Newtonianos

Elasticos Viscosos Viscoelasticos

Tixotropicos | Plastico de | Altamente . an
. Binaham elasticos
Pseudoplasticos de arrastre
A Dilatant levemente
Pseudoplasticos  pagpacticos  Pllatantes eldstico

con esfuerzo de
fluencia

Figura 25. Tipos de fluidos no Newtonianos.

Dentro de la literatura sobre microemulsiones para via oftdlmica no es comun encontrar
que se estudie el tipo de fluido del preparado. Aquellas otras (no necesariamente oftalmicos)
gue si reportan el tipo de fluido que se obtiene, varian entre preparados de comportamiento
Newtoniano y otros de comportamiento no Newtoniano. Karl Bennet y colaboradores de la
Universidad de Minnesota, obtuvieron microemulsiones no Newtonianas de comportamiento
pseudoplastico (Bennett et al., 1981). Por otro lado Blom y Mellema de Paises Bajos,
encontraron que su preparado mostraba un comportamiento no Newtoniano viscoelastico
(Blom & Mellema, 1988). Rosa y colaboradores de la Universidad de Tecnologia de Cracovia
reportan haber obtenido microemulsiones No Newtonianas, sin embargo, no las clasificaron

en ningun subtipo (Rosa, Kwiecien & Tal-figiel, 2013).
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Por aparte, Moreno y colaboradores de la Universidad Complutense de Madrid, obtuvieron
microemulsiones de comportamiento Newtoniano (Moreno, Ballesteros & Frutos, 2003). Por
otro lado, Begofa y colaboradores de la misma universidad, obtuvieron en su estudio tanto
microemulsiones Newtonianas como no Newtonianas. Las primeras tenian la misma
proporcion de tensoactivo (25%) mientras que las segundas estaban por debajo del 25%
(20%) o por encima (30%) (Brime et al., 2002). Lo anteriormente mencionado podria ser
la clave de por qué el sistema muestra un comportamiento u otro. La proporcion de los
componentes no sélo permiten que la microemulsién sea estable, podria estar relacionada

al tipo de comportamiento reolégico que muestran.

Referente a los efectos que un comportamiento Newtoniano o no Newtoniano podria tener
a la hora su uso del preparado, Alany y colaboradores indican que una formulacién oftalmica
viscosa con comportamiento No Newtoniano pseudopldstico seria mas deseable en
comparacién con las viscosas Newtonianas ya que muestran menor resistencia al parpadeo,

lo cual seria mas aceptado por los pacientes (Alany et al., 2006).

Por su parte, la viscosidad juega un papel importante en el tiempo de residencia del
farmaco, asi como la liberacién de este. Este parametro se puede determinar usando un

redmetro desde 101 hasta 1800 rpm c (Garcia Lopez, 2002).

Como observacion adicional, se ha mencionado la influencia de la viscosidad en el tipo de
liberacidn de las microemulsiones. Resulta que la viscosidad es inversamente proporcional

al coeficiente de difusion de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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Donde k es la constante de Boltzmann; T es la temperatura; n es la viscosidad y r es el

radio de las gotas.

Finalmente, la viscosidad también se asocia a la estabilidad del sistema dado que a mayor
viscosidad, es menos factible que las gotas puedan colisionar dada la resistencia al

movimiento a través de la fase externa (Callender et al., 2017).

5.6.2.1.4 Indice de Refraccién

Se refiere al nimero adimensional que representa la medicién de la curva de un rayo de luz
mientras pasa a través de un material. Se calcula a partir de la relacién entre la velocidad
de la luz en el vacio y la velocidad en un segundo medio (Particle Technology Labs, 2019).
Es posible prever la discapacidad visual o visidn borrosa a través del indice de refraccion
(Gautam & Kesavan, 2017), como sucede con los ungientos. La diferencia entre el indice
de refraccion del preparado y el de las lagrimas se asocia a este efecto indeseado (Ali &
Lehmussaari, 2006). Cabe sefialar que el indice de refraccion de las lagrimas se encuentra
entre 1.34 y 1.36 (Craig et al., 1995). En las publicaciones de Habe, Nair y Ligorio se reporta
la medicion de este parametro, asi como su valor, el cual fue un valor cercano al lagrimal

(alrededor de 1.37).

5.6.2.1.5 Potencial Zeta

El potencial zeta también denominado potencial electrocinético, se refiere al potencial de
una particula coloidal que se mueve bajo un campo eléctrico. También esta relacionado al
trabajo necesario para llevar una unidad de carga positiva desde un punto en el espacio
hasta una superficie sin ninguna aceleracion. Ademas, refleja la diferencia de potencial entre
la capa eléctrica doble que se forma al exterior de una particula o glébulo, conformada por

la capa difusa y la capa de Stern (Bhattacharjee, 2016).
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En palabras mas sencillas, se relaciona con la atraccidén o repulsion electrostatica entre las
particulas o globulos. Las repulsiones entre particulas se relacionan con la lejania entre
estas, lo cual podria evitar que coalezcan, es decir, que se agreguen formando una particula
mas grande. Si bien esto podria ser indicio de la estabilidad del sistema, se requieren
determinaciones respecto al tiempo para utilizar este pardmetro como indicador de

estabilidad (Callender et al., 2017).

Jagdale y colaboradores reportaron un sistema de microemulsién que mostraba buena
estabilidad en el valor de -9.50 mV (Rajpoot & Tekade, 2019). En la literatura el intervalo
de potencial zeta en el que se considera que la fuerza de repulsion es suficiente para
mantener una buena estabilidad fisica en los sistemas coloidales, como son las
microemulsiones, es de - 30 mV a + 30 mV (miliVolts). Por otro lado, un valor pequefio

podria resultar en la agregacién y floculacién de las particulas (Joseph and Singhvi, 2019).

5.6.2.2 Pruebas de Calidad

5.6.2.2.1 Esterilidad

Se considera que un producto es estéril cuando no existen organismos vivos y virus o sus
formas de resistencia (Mendigan et al., 2009). De acuerdo con el Método General de Analisis
de la FEUM (MGA 0381), la prueba se debe realizar en condiciones asépticas. Consiste en
agregar una muestra del preparado en los medios de cultivo tales como el de tioglicolato y
el de digerido de soya-tripcaseina y se inoculan con no mas de 100 unidades formadoras
de colonias de cada uno de los siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus, Bacilus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium sporogenes, Candida albicans, Aspergillus
brasilensis (niger). Se incuba por 14 dias y durante este periodo se observa si se presenta

0 no crecimiento microbiano. Si durante o 4 dias posteriores al periodo de incubacion, no
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se presenta crecimiento microbiano se considera que el producto cumple con la prueba de

esterilidad (Secretaria de Salud, 2018).

5.6.2.2.2 Isotonicidad

Se considera que un sistema es isotdnico cuando la concentracién de solutos, osmolalidad
y presién osmotica son los mismos que el sistema con el cual se compara y que presente
igualdad en parametros con el plasma (Fox, 2011). Este parametro es importante dado que
si no se mantiene puede causar irritaciéon o dafo al ojo. Puede ser evaluado mezclando
gotas de sangre con el preparado y posteriormente observarlo al microscopio. Se comparan
los resultados con una muestra sanguinea y solucién de NaCl al 0.9%. Las células
sanguineas (glébulos rojos) se contraeran si la muestra es hipertdnica; se lisaran si el
preparado es hipotdnico; y mantendrian su morfologia en condiciones normales si el sistema

es isotdnico (Soni et al., 2019).

5.6.2.2.3 Osmolalidad y Osmolaridad

La osmolalidad es un parametro experimental y es una funcién de las particulas en solucién
asociada a la fuerza motriz (presidon osmdtica) que equilibra los niveles de disolvente entre
dos soluciones de diferente concentracidén divididas por una membrana semipermeable a
los solutos. Por otro lado, esta la osmolaridad, el cudl es un calculo tedrico sobre el aporte
de cada especie en solucién, a la presion osmética. De acuerdo con el Método General de
Analisis 0621 puede determinarse la osmolalidad al emplear un osmémetro (Secretaria de

Salud, 2018).

Al igual que la isotonicidad, es importante que la osmolalidad se encuentre alrededor de los

0} . s . ’ . -
310 [mk;m] y sea isotonica dado que las lagrimas presentan estas caracteristicas. Igualar las
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condiciones del ojo evita la incomodidad causada por una diferencia osmética (Soni et al.,

2019).

5.6.2.2.4 Estabilidad

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de farmacos y
medicamentos, se define la estabilidad como la capacidad de un farmaco o un medicamento
de permanecer dentro de las especificaciones de calidad establecidas en el envase que lo
contiene durante su periodo de vida util. Mientras que los estudios de estabilidad son las
pruebas que se efectluan por determinado tiempo, bajo la influencia de la temperatura,

humedad o luz en el envase que contiene al preparado.

Existen dos tipos de estudios. Los acelerados son aquellos que se realizan bajo condiciones
exageradas de almacenamiento para incrementar la velocidad de cambios fisicos,
degradacion quimica o biolégica de un farmaco o medicamento. Por otro lado, los que son
a largo plazo estan disefiados bajo condiciones de almacenamiento controladas para evaluar
las mismas caracteristicas mencionadas durante todo el periodo de reanalisis del farmaco o

de caducidad del medicamento.

De acuerdo con la NOM-073-SSA1-2005 dependiendo si el medicamento es nuevo o
conocido se debe realizar una seleccidn y evaluacién de ciertos parametros para aplicacién

oftdlmica. En la Tabla 4 se concentra esta informacion (Secretaria de Salud, 2005).
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Tabla 4. Resumen sobre la seleccion de lotes, parametros por evaluar y condiciones de cada

tipo de estudio de acuerdo con la NOM-073-SSA1-2005.

Tipo de

Medicamento

Nuevo

Conocido

Seleccion de Lotes

Al menos con tres lotes de
medicamento fabricados con la

misma férmula cuali-

cuantitativa aplicando el método

de fabricacién que simule el
proceso usado en la fabricacién
de los lotes de produccién para
comercializacion.

Dos de los tres lotes deben ser
lotes piloto; el tercero puede
ser de menor tamafo.

Se deben llevar a cabo en el
mismo sistema contenedor-

cierre para su almacenamiento

Al menos con tres lotes de
medicamento fabricados con
la misma férmula cuali-
cuantitativa aplicando el
método de fabricacion que
simule el proceso usado en la
fabricacion de los lotes de
produccion para
comercializacion.

Dos de los tres lotes deben
ser lotes piloto; el tercero
puede ser de menor tamaho.
Se deben llevar a cabo en el
mismo sistema contenedor-
cierre para su

almacenamiento

Parametros por

evaluar

e Apariencia
e Color

e Olor

e Apariencia
e Color

e Olor
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e Ensayo

e pH

e Material Particulado

o Viscosidad

e Contenido de
conservadores

e Esterilidad inicial y final

e Limite microbiano

e Ensayo

e pH

e Material Particulado

e Viscosidad

e Contenido de
conservadores

e Esterilidad inicial y final

e Limite microbiano

Condiciones en

estudio de estabilidad

acelerada

Temperatura: 40°C £ 2°C
Humedad Relativa: no mas de 25%
+ 5%

Periodo Minimo: 6 meses
Frecuencia de anaisis:0,3y 6

meses

Temperatura: 40°C £ 2°C
Humedad Relativa: 75% + 5%
Periodo Minimo: 6 meses
Frecuencia de anaisis:0,1 y 3

meses

Condiciones en
estudio de estabilidad
a condicion

intermedia

Temperatura: 30°C = 2°C
Humedad Relativa: 35% + 5%
Periodo Minimo: 6 meses
Frecuencia de anaisis:0,3y 6

meses

Temperatura: 30°C = 2°C
Humedad Relativa: 65% + 5%
Periodo Minimo: 6 meses
Frecuencia de anaisis:0,3 y 6

meses

Condiciones en
estudio de estabilidad

a largo plazo

Temperatura: 25 0 30°C £ 2°C
Humedad Relativa: 40 0 35% * 5%
Periodo Minimo: 12 meses
Frecuencia de anaisis:0,3,6,9 y

12 meses

Temperatura: 25 0 30°C + 2°C
Humedad Relativa: 60 0 65% =+
5%

Periodo Minimo: 12 meses
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Frecuencia de anaisis:0,3,6,9

y 12 meses

Cambios significativos

5% de variacion de la potencia
inicial o no cumplimiento de la
potencia.

Cualquier producto de
degradacion que exceda su
limite de especificaciéon

Cuando se excedan los limites
de pH

Cuando no se cumpla con las
especificaciones de apariencia y

propiedades fisicas

5% de variacién de la
potencia inicial o no
cumplimiento de la potencia.
Cualquier producto de
degradacion que exceda su
limite de especificacién
Cuando se excedan los limites
de pH

Cuando no se cumpla con las
especificaciones de apariencia

y propiedades fisicas

Es importante sefialar que adicional a los pardmetros que establece la norma mencionada

anteriormente, es preciso medir los parametros de caracterizacién previamente descritos.

5.6.2.2.5 pH

El pardametro de referencia para el pH puede ser el de las lagrimas (7.4) puesto que es el

recomendado para evitar causar irritacion al consumidor del producto terminado (Soni et

al., 2019). Para determinarlo se puede consultar la metodologia del MGA 0701 (Secretaria

de Salud, 2018).
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5.6.2.2.6  Estudios de difusidon (permeacion y liberacion)

Para ello puede emplearse una cornea de cabra o conejo como método Ex vivo; o una
membrana para didlisis. Esta se coloca en una celda de difusién de Franz y se mantiene el
preparado en contacto con la membrana o cérnea en el compartimento donador. El
compartimento receptor puede contener fluido lagrimal simulado a pH 7.4 a 37°C £ 0.5 °C.
con agitacién magnética. Se obtienen muestras en diferentes intervalos de tiempo y se
analizan por espectrofotometria de luz visible y se determina la concentracion del farmaco
empleando una curva patrén previamente elaborada. Es importante reponer el medio
receptor cada vez que se tome una muestra para mantener las condiciones sink (Soni et

al., 2019).

5.6.2.2.7 Pruebas de irritabilidad ocular

Como se mencionaba en la seccion 3.4.1.2, localmente la FEUM no cuenta con métodos in
vitro que puedan ser usados para comprobar la irritabilidad potencial del producto
terminado. Pero en el continente Europeo la Comisidon Europea sefiala los métodos in vitro
existentes y aquellos que esta entidad reconoce como cientificamente validos tanto en
Europa como en Estados Unidos de Norte América, estos se muestran en la Figura 27
identificados con una vifleta. A continuaciéon, se describen brevemente las pruebas
cientificamente validadas y una mas. El Comité Europeo de Consultoria Estadistica (ESAC)

sefiala que se requiere mas trabajo para que ser reconocidas como cientificamente validas.

5.6.2.2.8 Prueba en Ojo de Pollo Aislado o The Isolated Chicken Eye Test Method (ICE)

Se considera que este método cuenta con la exactitud y reproducibilidad suficiente para

identificar sustancias irritantes no severas. Es importante mencionar que no se recomienda
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su uso para etiquetado de aquellas sustancias que no hayan sido examinadas
anteriormente. En caso de que esta prueba resulte negativa, es necesario realizar la prueba
in vivo para identificar falsos negativos e irritantes oculares leves o moderados. Consta en
determinar la opacidad e grosor corneal (relacionado con la inflamacién), asi como la
retencién (permeabilidad) de fluoresceina en ojos de pollo de 7 semanas derivados de una
planta procesadora de aves (ICCVAM, 2010). Para ello, primero se preparan los 0jos. Se
extirpan; se les coloca una gota de fluoresceina sodica al 2% y se deja en contacto con la
cornea durante 10 a 20 segundos. Posteriormente se enjuaga con solucién salina isotdnica
y se incuban a cierta temperatura y tiempo determinado. Se examinan con un microscopio
de lampara de hendidura para revisar que no hayan sufrido dafio la cérnea y se encuentren
en condiciones oOptimas para la prueba. Posteriormente, se coloca en un aparato de
perfusion con una bomba de agua. Antes de aplicar el preparado se mide el grosor de la
cornea y se toma como linea base, asi como la retencidon de fluoresceina. Se extrae el ojo
del aparato de perfusién y se coloca en un pafiuelo, se coloca el ojo con la cérnea hacia
arriba y se aplica la muestra de prueba por diez segundos. Se enjuaga con solucién salina

y se regresa al aparato antes mencionado (ICCVAM, 2010).

Se examinan los ojos a los 30, 75, 120, 180 y 240 minutos. Sélo en el primer tiempo se
determina la retencién de fluoresceina; mientras que la opacidad y grosor corneal, asi como
cualquier cambio morfoldgico se examina en todos los tiempos de la prueba. Se le asigna
un numeérico a cada rubro a evaluar y se revisa la categoria que se le da en cada aspecto.
La combinacidon de las categorias obtenidas en los resultados permite determinar si la

muestra se clasifica como irritante severo (ICCVAM, 2010).

122



5.6.2.2.9 Permeabilidad y Opacidad en Cdérnea de Bovino o Bovine Corneal Opacity and
Permeability Test Method (BCOP)

Esta prueba consiste en estudiar los cambios en la opacidad de la cérnea (transmisién de
luz a través de la cérnea) y la permeabilidad de una cantidad determinada de fluoresceina.
Para ello se emplean un opacidmetro y un espectrofotdmetro de Iluz Vvisible,
respectivamente. Los resultados que se obtengan de las mediciones permiten calcular una
puntuacion de irritabilidad in vitro (IVIS por sus siglas en inglés, In vitro Irritancy Score) el

cual predice el potencial de una sustancia para causar irritacién In vivo.

Como unidades de estudio se utilizan ojos de ganado bovino derivados del procesamiento
de los animales para su consumo. Para cada grupo (control negativo, positivo y prueba) se
requieren al menos 3 ojos. Antes de realizar el experimento, se aisla la cérnea del resto de
las estructuras del ojo (iris, cristalino) y se colocan en una caja de Petri con Solucién Salina
equilibrada de Hank (HBSS). Se examinan para revisar que se encuentren integras y sin
ningun dafio visible, ya que esto afectaria la prueba. Se dejan incubar los tejidos en “porta
corneas” (corneal holders, en inglés) como el que se muestra en la Figura 26 con medio por

una hora a 32° C. Se examinan una vez mas descartan las cérneas con algun defecto.

123
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y retirar medio il 7
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Ventana de cuarzo Camara anterior

Figura 26. Representacion grafica de un soporte corneal de camara cerrada.

Primero se determina la opacidad haciendo incidir una luz de lampara halégena (por

ejemplo, de xendn) en la cérnea, la intensidad aparente es medida por un fotdmetro o

luxdmetro. El equipo utilizado para ello es el opaciometro, el cual arroja los datos en

unidades lux que, de acuerdo al Sistema Internacional de Unidades, corresponden a la

iluminancia (Goethem et al., 2010). Esta se define como el flujo luminoso que incide en

un area determinada (Iluminet, 2019). Las mediciones iniciales hechas con un soporte

corneal vacio rondan los 1210 lux. Cuando se encuentra la cérnea de por medio este

valor disminuye. Si la opacidad es parcial, se arroja un valor menor en comparacion a

una opacidad completa, de acuerdo con la relacidén inversamente proporcional entre la

iluminancia y el area (Goethem et al., 2010).
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Posteriormente, se determina la permeabilidad. Se coloca una solucién de fluoresceina
en el soporte corneal; se enjuaga y después de un tiempo de incubacién, se cambia
nuevamente el medio y se obtiene una muestra para medir absorbancia en el
espectrofotémetro UV/VIS (Duratec, 2019) a 490 nm, que corresponde a la longitud de

onda maxima en la que la fluoresceina absorbe la luz (Bandamwar, 2011).

La fluoresceina se ha usado en oftalmologia desde 1882, entre sus aplicaciones esta la
deteccidén de lesiones en la superficie corneal. El epitelio de la cdrnea es poco permeable
a la fluoresceina y cuando pierde su continuidad, se observa la acumulacion de dicha
sustancia depositada en el estroma la cual emite luz al hacer incidir una fuente de luz
azul. También es posible realizar la prueba de Seidel, la cual consiste en detectar fugas
de humor acuoso por lesiones en alguna regidn del ojo. Se instila una concentracion alta
de fluoresceina en el sitio de la lesion la cual permite identificar dicha fuga. La aplicacién
mas comun es la evaluacion de la adaptabilidad de los lentes de contacto en el ojo asi

como identificar alguna lesion por el uso de los mismos (Bandamwar, 2011).

Para determinar el puntaje de irritabilidad In vitro se utiliza la siguiente ecuacién:
Puntaje In Vitro = Promedio de la opacidad + [15(Promedio de la absorbancia a 490 nm )]

Los puntajes iguales o mayores a 55.1 se clasifican como irritantes severos.

BCOP permite identificar las sustancias corrosivas o irritantes severas. No se recomienda

para identificar aquellas que sean moderada o leventemente irritantes (ICCVAM, 2010).

5.6.2.2.10 Prueba de Fuga de Fluoresceina o Fluorescein Leakage (FL)

Esta prueba estd validada por el Laboratorio de Referencia de la Union Europea para
alternativas a la experimentacion con animales (EURL ECVAM), la cual indica que esta
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permite clasificar a las sustancias o preparados (hidrosolubles) como corrosivos o irritantes
severos. Por otro lado, no es posible determinar si se trata de un irritante leve o moderado.
En caso de que exista la necesidad de determinar lo anterior mencionado, se requiere de

métodos adicionales de prueba, incluso en conejos (OECD, 2017).

Es importante mencionar que este método no es suficiente para reemplazar los estudios in
vivo en conejos. La Unién Europea se encuentra realizando evaluaciones de los métodos in
vitro para que en el futuro, un conjunto de pruebas pueda sustituir la experimentacién en

animales vivos (OECD, 2017).

La prueba FL mide la capacidad de la sustancia de prueba para inducir dafio en los epitelios,
como el de la cérnea y conjuntiva, los cuales se caracterizan por ser impermeables a
sustancias ajenas al organismo por la presencia de uniones estrechas; es por ello que, un
cambio en la permeabilidad es indicador de una alteracion estructural asociada a la
inflamacion y dafio en la superficie, las cuales se observan en el desarrollo de la irritacion

ocular (OECD, 2017).

En este método se utilizan cultivos de lineas celulares epiteliales monocapa de rifidén canino
Madin Darby (MDCK CB997) adheridas a una membrana. Se coloca la sustancia o preparado
de prueba sobre el cultivo celular y se deja actuar durante un minuto a temperatura
ambiente. Posteriormente se remueve por aspiracion y se lava dos veces con agua estéril a
37 °C, asi como con solucion de calcio, y con Solucién Salina equilibrada de Hank.
Inmediatamente después, se agrega solucién de fluoresceina de sodio al 0.01% y se incuba
por 30 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar este periodo se remueven los insertos
y se mide la fluorescencia a longitudes de onda 485 y 530 nm de la solucién remanente

(OECD, 2017).
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Finalmente, se determina el FL,o (Fuga de fluoresceina del 20%). Si este presenta un valor
menor o igual a 100 mg/mL se dice que sustancia de prueba en cuestidon es corrosiva o

irritante severa para el ojo (OECD, 2017).

5.6.2.2.11 Prueba con Microfisidmetro Sensorial o Cytosensor Microphysiometer Test
Method (CM)

Esta prueba se basa en evaluar la toxicidad celular al identificar la disminucién en el
procesamiento de la glucosa por parte de una linea celular L929 de fibroblastos de raton.
Durante el metabolismo de la glucosa se excretan subproductos acidos como iones hidronio
(H*), acido lactico y CO. que disminuyen el pH extracelular. Su cambio respecto al tiempo

es medido a través del microfisidmetro sensorial (Institute for In Vitro Sciences, 2020).

Dado que este instrumento mide la velocidad de acidificacién del medio, las unidades en las
que se trabaja son [mTV] (milivoltios por segundo), siendo que una unidad de pH equivale

aproximadamente a 61 mV (Mcconnell et al., 1992).

El procedimiento consiste en preparar 7 concentraciones [%] distintas del preparado

farmacéutico. Es importante recalcar que este debe ser soluble en agua de lo contrario no
se recomienda utilizar este método para determinar la irritabilidad ocular (ECVAM, 2011).
Posteriormente, el proceso para cada concentracion de preparado es el mismo: se exponen
las células a la sustancia de prueba, se lava y se realizan mediciones de velocidad de
acidificacién. Después se elabora un grafico de la velocidad de acidificacidon contra las
concentraciones preparadas y se interpola el 50% de la reduccién de la velocidad de
acidificacién la cual es una medida indirecta de la actividad metabdlica también llamada en

inglés the dose of the product that decrease the metabolic rate of the cells by 50% (MRDsp)

127



para conocer la concentracion a la cual esto puede ocurrir. Los resultados se interpretan de

acuerdo a la siguiente Tabla 5 (ECVAM, 2011).

Tabla 5. Interpretacion de resultados de acuerdo al valor de MRDso y el Sistema Global

Armonizado (GHS) (Modificado de ICCVAM, 2010).

Sistema Global

MRDsg
Armonizado

Menor a 2 [%] Categoria 1

Mayor a 2 [@]

mL
Categoria 2 (A o B)
m

menor a 10 [mL

Mayor a 10 [%] No etiquetado
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5.6.2.2.12 Prueba en la membrana Corioalantoidea de huevo de gallina o Hen’s egg test
- Chorioallantoic membrane (HET-CAM)

A pesar de que actualmente organismos internacionales (como el ECVAM de la Unién
Europea) aun no validan la prueba HET-CAM como con las anteriormente mencionadas, es
importante incluirla en el presente trabajo dado que se ha utilizado para la evaluacién de

microemulsiones.

En el articulo de Habe y Keipert, antes referenciado, mencionan que utilizaron la prueba
HET-CAM para verificar la biocompatibilidad fisiol6gica de la microemulsién antes de realizar

estudios in vivo (Habe and Keipert, 1997).

Este es un método que evalla la irritabilidad ocular potencial. Consiste en aplicar el
preparado en la superficie de la membrana Corioalantoidea (CAM) de huevo de gallina; en
la Figura 28 se muestra su ubicacidon anatomica. Tras la aplicacién se observa si se presenta
lisis vascular, hemorragia y/o coagulacion a ciertos tiempos y a cada rubro se le asigna una
puntacién. La suma de estos resulta en un total que de ser mayor a 9 se considera como

irritacion severa (ICCVAM, 2010).

En este caso, los investigadores obtuvieron que sus formulaciones fueron “no irritantes”.
por lo que procedieron a realizar la prueba Draize. Otro motivo por el cual decidieron

realizarla fue que la prueba HET-CAM no esta validada cientificamente.
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Membrana Corioalantoidea

Ca - .
ascara Liquido Alantoico

Membrana interna Liquido Amniodtico

Embridn

Figura 28. Representacion de la anatomia del huevo de gallina donde se muestra la
membrana Corioalantoidea que se usa para la prueba HET-CAM para identificar las
sustancias potencialmente irritantes para el ojo. Modificado de Martinez Mora, 2013.

Dada la controversia sobre el uso de animales en pruebas de irritabilidad se han creado
estrategias para evaluar la misma con pruebas in vitro. La llamada Estrategia de Prueba
Escalonada (Tiered Testing Strategy en inglés) consiste en revisar toda la informacién y
evidencia existente de algun riesgo con la sustancia o preparado en cuestion, en este punto
si se cuenta con ello, asi como con una clasificacion establecida sobre la potencial irritacidon
0 carencia de esta, no es necesario realizar ninguna prueba. Por el contrario, si no es posible
catalogar el riesgo con los registros existentes, entonces se realiza una prueba in vivo para

realizar dicha clasificacién (OECD, 2017).
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Por otro lado, también existen las estrategias de enfoque ascendente (Bottom Up Approach)
y enfoque descendiente (Top Down Approach). La primera, parte de inferir que la sustancia
es no irritante por lo cual se realizan pruebas in vitro para corroborar este supuesto,
mientras que, en la segunda, se parte de la suposicion de que la muestra es irritante.
Dependiendo del resultado de las pruebas, como se muestra en la Figura 29, se le asigna

una categoria al preparado.

strategias
para evaluar
la
irritabilidad
ocular

Enfoque Ascendente (Bottom Enfoque Descendente (Top
Up Approach) Down Approach)

Prueba
In
Vitro 1

Prueba
In
Vitro 1

(o) [ Irritante
3/’ Severo

Prueba
In
Vitro 2

Prueba
In
Vitro 2

[rritante

? | Realizar prueba ‘
confirmatoria

\3/ :
Figura 29. Enfoques Ascendente y Descendente para la evaluacién de la irritabilidad ocular.
Modificado de Institute for In Vitro Sciences, 2020.

Severo
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En el momento que se requiera de los estudios descritos anteriormente para conocer la
toxicidad de la formulacién, se deben tener presentes factores como la naturaleza y
concentracién de los excipientes, el tiempo de residencia en la superficie ocular y la
frecuencia de dosificacién del preparado, asi como la duracién del tratamiento. Esto permite
conocer las interacciones que ocurren entre los tejidos y los componentes de una

formulacion, ademas de estimar su irritacidon ocular potencial. (Ibrahim, 2019).
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5.7 Conclusiones

L.

I1.

ITI.

IV.

Se describieron las estructuras y rutas oculares que participan en la absorcion de
farmacos, asi como aquellas que la limitan.

Se abordd la definicion, composicién, métodos de fabricacion, componentes y
propiedades de las microemulsiones que permiten su aplicacién como sistemas de
liberacién para farmacos oftalmicos.

Se describieron las caracteristicas de las microemulsiones que facilitan su aplicacion
para la via ocular.

Se expusieron las propiedades de las microemulsiones para mejorar la solubilizacién,
permeabilidad, biodisponibilidad; asi como su capacidad para liberar de manera
controlada el fdrmaco; ademas, de sus propiedades para incrementar el tiempo de
residencia del preparado sobre la superficie ocular como ventajas frente a las formas
farmacéuticas convencionales. Adicionalmente, se mencionaron las desventajas
asociadas a estos sistemas.

Se especificaron las pruebas de calidad y de caracterizacién aplicables a las

microemulsiones oftalmicas.
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