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“En los ojos del joven arde la llama. En los del viejo, brilla la luz.”

Victor Hugo.
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RESUMEN

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales obtenidas a partir de
polimeros hidréfilos que tienen la capacidad de hincharse en un medio acuoso
sin disolverse, presentando utilidades de interés en el campo biomédico. En los
altimos afios se ha avanzado en su investigacion y comercializacion pudiendo

obtener sistemas capaces de vehiculizar farmacos.

Desarrollar modelos y aplicaciones para la administracion y liberacion de
farmacos en hidrogeles como forma farmacéutica se presenta como una
alternativa a tener en cuenta frente a las formulaciones clasicas como colirios y
unglentos por un lado, que presentan problemas de biodisponibilidad y
posologia que dificultan su administracién en su version topica, y por otro frente
a las vias intravitreas que presentan demasiada invasividad y riesgo. Para ello
se sintetizaron nuevos hidrogeles de dexametasona y cloranfenicol utilizando
chitosdn como polimero, y se estudiaron los pardmetros de liberacion de las
formulaciones en hidrogel frente a soluciones de los mismos farmacos. Los
perfiles de disolucién obtenidos se analizaron con el parametro estadistico f2 que
permite comparar los perfiles de las formulaciones en hidrogel con las de
referencia en solucion. Ademas se llevd a cabo un ensayo de irritacion del
hidrogel de estudio sobre membrana corioalantoidea para analizar la viabilidad
para administrar el hidrogel por via oftalmica sin tener que recurrir a la técnica
de Draize. Otro ensayo estudiado en el presente trabajo es el de
mucoadhesividad de la formulacion de estudio sobre cérneas de modelos
animales (conejos y cerdos), para estimar la capacidad mucoadhesiva de las
formulaciones en el tejido corneal y determinar el incremento del tiempo de
residencia en el lugar de aplicacion. Por ultimo se estudié la permeabilidad de
las distintas formulaciones en hidrogel frente a las soluciones de los farmacos de
estudio. Esto fue posible gracias a la creacion de un modelo in vitro empleando
coérneas de modelos animales en células de Franz y analizando la cantidad de
farmaco acumulada que iba pasando del compartimento dador de la célula de

Franz al compartimento receptor a través de la cOrnea.

Los resultados obtenidos hacen necesario continuar con la experimentacion
de los ensayos comparativos entre formulaciones de dexametasona y

cloranfenicol en hidrogel frente a las soluciones de los mismos farmacos.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

El ojo humano, mas alla de maravillar al ser humano como sistema oOptico,
es un sistema complejo con ciertos privilegios anatomicos e inmunolégicos que
lo convierten en un érgano peculiar ya que ningun otro érgano corporal es tan
accesible o visible para su observacion pero al mismo tiempo plantea dificultades

para la administracion de farmacos?.

Su naturaleza conlleva que el desarrollo de la oftalmologia y las demas
disciplinas vinculadas con ella requieran de un elevado grado especializacion. Si
ademas se tiene en cuenta que la ciencia avanza a pasos agigantados y pone a
disposicion de los profesionales sanitarios tecnologia y una gran cantidad de
herramientas, estos deben ser capaces, en aras de la ciencia, de adaptarse,
conocer, investigar y dominar nuevas técnicas para el beneficio de los pacientes

y la sociedad.

El papel del farmacéutico como engranaje de una maquinaria
multidisciplinar, ante esta incipiente demanda asistencial y exigencia de la
poblacién en materia de calidad visual, le obliga a reformularse desde el campo
de la farmacoterapia, la investigacion y la clinica para dar solucién a patologias
relacionadas con el aparato ocular de gran complejidad y riesgo, asociado a

nefastas consecuencias para la vision.

Dentro de su faceta como experto del medicamento, el farmacéutico debe

estar a la vanguardia de tratamientos, nuevas formulaciones y farmacos.

El concepto de farmaco se define como una molécula bioactiva,
diferente de un nutriente, cuya estructura y configuracion quimica produce un
efecto biol6gico cuando se administra a un ser vivo en el que por lo general,
se busca e idealiza que genere siempre mas efectos beneficiosos que
perjudiciales. Dichos efectos, beneficiosos y/o perjudiciales dependen entre
otros factores de la via de administracion empleada?.

La administracion tépica es habitual en el tratamiento de diversas
patologias y trastornos oculares, fundamentalmente cuando se busca una
actuacion localizada en la superficie del ojo. No obstante, el ojo presenta
mecanismos de proteccion tales como el lagrimeo y el parpadeo reflejo que

provocan una recirculacion y renovacion del fluido lacrimal, lo cual limita el
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tiempo de residencia de las administraciones tépicas clasicas como colirios y
unguentos sobre la superficie ocular. Si ademas se tienen en cuenta las barreras
anatomicas Yy fisiolégicas, se compromete la absorcion del farmaco. Por ello, la
biodisponibilidad ocular de medicamentos tdpicos oculares convencionales es
muy limitada, en torno al 5%, y se requiere de dosis mas altas, en ocasiones
perjudiciales para el ojo. Requieren también de administraciones repetidas que
pese a su facilidad de administracion pueden ser una complicacion para conciliar

con la vida del paciente.

Por otro lado los avances en la ciencia de los materiales han arrojado
nuevas alternativas para el desarrollo de formulaciones solidas para la
administracion ocular de farmacos. Los hidrogeles, los sistemas mucoadhesivos
y los insertos oculares permiten optimizar la dosificacion, facilitar la posologia y
mejorar la biodisponibilidad de muchos farmacos oculares ademés de reducir los
efectos sistémicos, en la mayoria de ocasiones perjudiciales.

Cada dia son méas las personas usuarias de lentes de contacto en detrimento
de las lentes clasicas. Las lentes de contacto blandas, a través de su naturaleza
como hidrogeles, se postulan como un vehiculo ideal para la formulacion de

farmacos.
1.1. Anatomia del sistema ocular

El ojo es un 6rgano responsable en el proceso neurofisico de la vision con
una anatomia y una fisiologia peculiar. Cuenta con un sofisticado sistema de
proteccién que lo protege de elementos fisicos y quimicos que puedan dafiar su

integridad?.

Desde el punto de vista de la administracion ocular de farmacos, el ojo
presenta una serie de limitaciones a tener en cuenta anatomica y
fisiol6gicamente. La superficie ocular se debe encontrar siempre hidratada y ser
Opticamente transparente para poder producir el fendmeno de enfoque de un

objeto correctamente®.

Esto es gracias a la secrecion lagrimal y al parpadeo, que suponen la primera
barrera que limita la estancia de cualquier formulacién en contacto con la

superficie ocular. Posteriormente se encuentra la propia estructura ocular, donde
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la cornea, la esclerética y la barrera hematocorneal ejercen de barreras

naturales.

Ademas hay que tener en cuenta factores alrededor y dentro del ojo.
Rodeando al ojo se encuentran los masculos extraorbiculares que permiten su
movimiento en todas las direcciones y dentro del ojo hay que tener en cuenta
elementos como la expresion de transportadores, la union de las moléculas a la
melanina y el estado fisico del humor vitreo y humor acuoso, lo que limitara la
absorcion de cualquier sustancia situada en la superficie y en la cAmara anterior

del ojo®.
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Figura 1. Anatomia del globo ocular y su relacion con la érbita y los parpados. Las trayectorias que siguen las
agujas (indicadas en azul) sefialan algunas de las posibles rutas de administracion intraocular de farmacos
(Henderer y Rapuano, 2012).°

1.1.1 Estructura ocular.

La clasificacion clasica establece la division del ojo en dos compartimentos o
zonas, denominados segmento anterior y segmento posterior. EI segmento
anterior ocupa aproximadamente un tercio de la parte anterior del ojo y esta
compuesto por la cornea, la unidn esclerocorneal, la conjuntiva, la red trabecular,
las camaras anterior y posterior, la red trabecular, el iris, la pupila, el conducto

de Schlemm, el cristalino, las zénulas, el cuerpo ciliar y el humor acuoso®.
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El segmento posterior comprende la parte posterior la escleroética, la cual
envuelve todo el ojo, el tracto uveal, la retina, la coroides, el nervio 6ptico y el

humor vitreo’.

Entrando en detalle, en lo que respecta a la pared anatémica del globo ocular
se distinguen tres capas concéntricas. La capa mas externa se corresponde con
la denominada capa fibrosa formada por la cérnea en la parte anterior y la
esclerotica en la parte posterior. La capa vascular o Uvea se corresponde con la
capa intermedia, formada por cuerpos ciliares, iris y coroides. Por ultimo, la capa
mas interna es aquella que une sistema nervioso con el érgano ocular,

implicando la retina, el nervio éptico y los vasos retinianos®.

A
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0} 8 // arteria y vena
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retina la retina
—— nervio optico
)
disco éptico = Arteriolas y venas
v ———retinianas

Figura 2. Anatomia general del ojo humano. Division en segmentos (Henderer y Rapuano, 2012).°

1.1.2 Barreras al paso de farmacos administrados por viatépicaocular
1.1.2.1 Pérdida de farmacos en la superficie corneal

Los parpados aseguran una distribucion uniforme de las lagrimas sobre la
superficie ocular. El aparato lacrimal esta constituido por elementos glandulares
accesorios que contribuyen a la hidratacion, proteccién, lubricacién y reparacién

del epitelio corneal.®

El pH medio de las lagrimas es de 7.35.°
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Sin embargo, el drenaje nasolacrimal que se produce en la superficie ocular
bajo la accion de los fluidos lagrimales reduce el tiempo de residencia de
cualquier sustancia en contacto con la conjuntiva, lo que actiia como barrera al

paso de farmacos de administracion tépica ocular.?
1.1.2.2 Estratificacién corneal

La cérnea es un tejido transparente organizado en cinco capas
superpuestas sin vascularizacion. Constituye la principal barrera bilégica que
deben vencer los farmacos para su absorcion oftdlmica o corneal. Su funcion es

proteger al 6rgano ocular y dar forma al mismo.

Las capas que conforman la cérnea son el epitelio, la membrana de

Bowman, el estroma, la membrana de Descemet y el endotelio.®

El epitelio corneal es altamente lipofilo y constituye una importante barrera
fisiolégica para cualquier sustancia. Las moléculas hidrofébicas pueden
atravesar el tejido, pero su permeabilidad se encuentra limitada posteriormente
por otra membrana hidrofilica, el estroma, el cual constituye casi el 90% del
grosor corneal. Por dltimo es menester destacar la hidrofobicidad de la
membrana de Descemet caracterizada por uniones muy estrechas que impiden
la entrada de sustancias. Por tanto, para que un farmaco pueda atravesar la
cornea debe tener un coeficiente adecuado entre lipofilia-hidrofilia, sin olvidar
otros factores como el grado de ionizacién, el peso molecular del farmaco, su
tamafio, el pH, la fijacion del farmaco a las proteinas de las lagrimas y la

presencia de bombas de eflujo transmembrana.®
1.1.2.3 Barreras internas oculares

Una vez en el interior del sistema ocular, el farmaco en cuestion debe
atravesar el tracto uveal, la retina, la barrera hemato-retiniana y el humor vitreo

en el que esta todo embebido.®
1.2. Vias de administracion ocular de farmacos

Son muy variadas y diferentes las patologias que pueden afectar a la
integridad del sistema ocular. En funcion del area dafiada se tendran que

emplear métodos diferentes teniendo en cuenta que el éxito de la terapéutica

11
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dependera de las concentraciones de farmaco en su lugar de accion durante un

tiempo determinado sin causar efectos negativos.

La via de administracion ocular se emplea para la administracién de principios

activos cuyo objetivo terapéutico se focaliza en patologias oculares.

Existen ciertas circunstancias que van a requerir administraciones mas
invasivas como la administracion periocular y la administracion intraocular, pero

la via mas frecuente es la administracién tépica ocular.®
1.2.1. Administracién tépica ocular de farmacos

La via topica es la via mas empleada para la administracion de medicamentos
oftdlmicos dada su sencillez, seguridad y no invasividad. Los farmacos mas
utilizados en esta via son antimicrobianos como el ciprofloxacino o el
cloranfenicol, betabloqueantes, corticoides como la dexametasona, mioticos y
midriaticos entre otros, siempre buscando generar un efecto local en lugar de un

efecto sistémico.1?

Una vez se aplica el farmaco sobre la superficie ocular o el saco conjuntival
este inicia su recorrido a través de la cérnea hacia el humor acuoso, lo que se
considera como respuesta terapéutica, o bien atraviesa la mucosa nasolacrimal
(accediendo a circulacion sistémica pudiendo producirse efectos no deseados),

o bien atraviesa la conjuntiva y la esclerética.

Si se emplean gotas oftalmicas, el farmaco se mezcla con el fluido lacrimal
diluyéndose por la excesiva y continua secreciéon lacrimal. ElI contenido medio
vertido por gota en una formulacion oftalmica es de 30 microlitros. Sin embargo,
por accion del parpadeo reflejo, el ojo solo es capaz de albergar 10 microlitros,
los cuales se van renovando a un ritmo medio de 1.2 microlitros por minuto, lo
gue genera que el farmaco vaya eliminandose del area precorneal. Este hecho
limita esencialmente la biodisponibilidad ocular de las formulaciones clasicas, la
cual depende de la permeabilidad del epitelio corneal, el tiempo de residencia en

la zona precorneal y la dinamica de fluido lacrimal.

Teniendo en cuenta estas limitaciones es necesaria la aplicacion frecuente

de elevadas concentraciones de farmaco para mantener niveles terapéuticos

12
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adecuados, lo que ademas de poder ocasionar efectos no deseados va a

repercutir negativamente en el cumplimiento del paciente.!!

Por tanto los sistemas convencionales de administracion tépica ocular tales
como las gotas, suspensiones o pomadas y unguentos, a pesar de su bajo coste
de produccion y su simplicidad, no pueden considerarse Optimos para el
tratamiento de patologias oculares a pesar de que mas del 90% de las

formulaciones oftalmicas se producen en estas presentaciones.®

1.2.2. Herramientas para optimizar la administracion ocular de

farmacos.

De cara a mejorar la biodisponibilidad topica ocular se pueden seguir dos
estrategias. Por un lado mejorar las técnicas de formulacion basica para mejorar
la solubilidad de los farmacos, y por otro trabajar en formulaciones que permitan
aumentar el tiempo de residencia de los farmacos en el area precorneal o

facilitando su penetracion a través de la cérnea.
1.2.3. Hidrogeles como formulacion topica ocular.

Un hidrogel se considera un material polimérico entrecruzado de origen
natural o sintético que se hincha en contacto con el agua formando un material
blando y elastico, y que retiene una porcion significativa de la misma sin

disolverse.1?

El proceso de sintesis de un hidrogel es en realidad un proceso de
polimerizacién con una serie de particularidades. Entre en juego el papel del
agente de entrecruzamiento junto con el del disolvente, el monémero, el agente

iniciador y en algunos casos el agente desmoldeante.*®

Un punto a tener en cuenta a favor de los hidrogeles es la elevada capacidad
adhesiva, lo cual les permite garantizar un mayor tiempo de residencia en su
lugar de accién. Esto se presenta como una gran ventaja ya que es una de las
principales limitaciones de la via oftdlmica. Ademas, es menester tener en cuenta
las bondades en materia de citocompatibilidad y mucoadhesividad, ya que no
son perjudiciales para los oOrganos oculares y presentan propiedades
bioadhesivas que les permiten convertirse en una opcion muy viable para

elaborar alternativas nuevas como formas farmacéuticas.

13
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Desde el campo de la dptica, los hidrogeles son cada dia mas utilizados en
forma de lentes de contacto por su sencillez, su indice de refraccion adecuado
entre 1.3 y 1.6, su versatilidad y los humerosos avances en este campo de la
ciencia. Se consideran redes tridimensionales reticuladas de polimeros solubles
en agua, capaces de absorber grandes cantidades de agua (>35% p/p) en las
que puede difundir oxigeno hasta la cornea. Su capacidad de absorber agua es
atribuida a la presencia de grupos hidrofilicos como —NH2, -OH 0 —COOH.*3

Por otro lado desde el punto de vista terapéutico, los hidrogeles presentan un
enorme potencial para ser vehiculos de diferentes formulaciones. La union de
estos dos ambitos plantea un futuro prometedor en el que poder emplear lentes

de contacto con fines terapéuticos.*
1.2.3.1. Mucoadhesividad.

La bioadhesion se puede definir como un proceso, en el que dos materiales
donde uno de ellos o los dos son de naturaleza biologica, se unen por un periodo
de tiempo prolongado debido a la presencia de fuerzas interfaciales. Cuando

intervienen membranas mucosas se denomina mucoadhesion.1®

La unidon entre el sistema bioadhesivo y la mucina esta determinada por
factores relacionados con el polimero, factores ambientales vy fisiolégicos. Entre
los factores ambientales destaca el pH, la fuerza aplicada, el tiempo de contacto
y el hinchamiento; como factores fisiol6gicos la renovaciéon de la mucina y la
presencia de alguna posible patologia. Respecto a los factores vinculados con el
polimero, destacan el peso molecular, la longitud de la cadena, la densidad del
entrecruzamiento, disposicion estérica, flexibilidad, hidrataciéon, enlaces de

hidrogeno, la concentracién del polimero y su grado de ionizacion.

En el caso del quitosan, su mucoadhesividad se debe principalmente a las
interacciones electrostaticas entre los grupos cationicos del polimero grupos
aniénicos de la mucina, aunque se han descrito mas interacciones de tipo no

electrostaticas e hidrofobicas.14

14
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1.2.3.2. Lentes de contacto como sistema de liberacion de

medicamentos.

Dependiendo del monémero y su naturaleza, y de la proporcion de agua
incluida en la formulacion del hidrogel, las lentes de contacto se clasifican en dos
grandes grupos: hidrofilicas e hidrofébicas.*?

La Food and Drug Administration (FDA) las clasifica en tres categorias de
acuerdo a su uso: no terapéuticas, de uso especializado y terapéuticas. Los
objetivos de estas ultimas son muy variados, encontrandose entre los mas
importantes aliviar el dolor ocular, favorecer la cicatrizacion de heridas corneales,
ofrecer proteccidbn mecdanica, mantener una correcta hidratacion y controlar la

liberaciéon de medicamentos

La elevada de biocompatibilidad de los hidrogeles, su estabilidad tanto
guimica como térmica y su capacidad para moldearse los hace idéneos
candidatos para dispositivos biomédicos y vehiculos de farmacos para el

tratamiento de enfermedades oculares.

El elevado contenido en agua de los hidrogeles permite la incorporaciéon de
algunos farmacos por simple inmersion en soluciones concentradas o vertiendo
un pequeiio volumen sobre su concavidad inmediatamente antes de su
aplicacion en el ojo, o incluso instilando gotas sobre la lente de contacto una vez

insertada en el 0jo.16

Una vez aplicado el farmaco a los hidrogeles, lo cual puede ser a veces
complicado dependiendo de la naturaleza de ambos entes (hidrogel y farmaco),
se produce la difusion del hidrogel al fluido lacrimal postlente, entre lente y
cornea. La renovacion del fluido lacrimal en esta zona es mucho més lenta lo
gque aumenta el tiempo de residencia sobre la superficie corneal. Diferentes
modelos mateméticos y resultados clinicos sugieren que la biodisponibilidad
ocular podria aumentar en un 50% en comparacion con gotas oftalmicas,

ademas de reducir en muchos casos los efectos adversos tépicos.6

El tiempo necesario para la difusion de un farmaco en el seno de un hidrogel
disminuye conforme es mayor el contenido en agua. Por otro lado cuanto menor

sea el peso molecular del farmaco, menos tiempo sera necesario para la
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liberacion del farmaco. En ausencia de mecanismos de retencion de farmacos
especificos, la liberacion de un farmaco desde el hidrogel sigue mas bien las
leyes de la difusién aunque puede originarse el efecto burst al entrar en contacto
superficie corneal e hidrogel. Los principales factores determinantes del proceso
de liberacion con el espesor de la lente, su grado de hidratacion y la

concentracion de un farmaco incorporado.t’
1.3. Corticoides de uso oftalmico

Los corticoides conforman un grupo de farmacos disponibles para el
tratamiento de patologias oculares que conllevan un proceso inflamatorio. Se
emplean tanto para afecciones tOpicas del sistema ocular como para el
tratamiento de patologias que afectan a la estructura interna, como la retina.
Todo el conjunto de acciones antiinflamatorias se lleva a cabo fundamentalmente
por la inhibicion de la sintesis de lipocortina-1, que inhibe la accién de la
fosfolipasa A2, enzima que libera los acidos grasos poliinsaturados (acido
araquidonico) precursores de leucotrienos, prostaglandinas y otros factores
responsables del proceso inflamatorio. Ademas reducen la permeabilidad
vascular y estabilizan la barrera hemato-retiniana. Los corticoides mas utilizados
en terapia ocular topica son la dexametasona, la prednisolona, la fluorometolona

y el difluprednato.!®
1.3.1. Dexametasona

Dexametasona es un corticoide fluorado, de larga duraciéon de accion, de
elevada potencia antiinflamatoria e inmunosupresora y practicamente nula

actividad mineralocorticoide.®

Su indicacién terapéutica en su presentacion en colirio es el tratamiento de
las manifestaciones inflamatorias no infecciosas de las afecciones oculares que
responden a los corticosteroides, tales como procesos inflamatorios no
infecciosos de conjuntiva palpebral y bulbar, cérnea y segmento anterior del

0j0.20
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Su nombre quimico es (8S,9R,10S,11S,13S,14S,16R,17R)-9-fluoro-
11,17-dihidroxi-17-(2-hidroxiacetil)-10,13,16-trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahidrociclopentala]fenantren-3-ona. Su férmula empirica es C22H29FOs, tiene
un peso molecular de 392.467 g/mol. Es una molécula cristalina lipéfila (log P
1.83) y poco soluble en agua (89mg/L a 25°C) 2%

La dexametasona presenta una elevada potencia antiinflamatoria y una
reducida (casi nula) sobre la retenciéon de sodio.’® Ademas constituye una
eleccion viable para el tratamiento de numerosas patologias perioculares e
intraoculares caracterizadas por edema e inflamacion. Puede administrarse
como antiinflamatorio de via topica con una gota de 3 a 6 veces al dia, y si se
trata de una afeccion inflamatoria grave, 1 gota cada 2 horas. Si se aplica en
ungiiento normalmente se aplica 3 veces al dia. Por otro lado puede
administrarse en via intravitrea para tratar patologias como uveitis o
degeneracion macular a través de un implante en el ojo afectado y no tratando
los dos ojos a la vez. Respecto a sus intervalos de repeticion debe evitarse volver

a llevarse a cabo en los préximos 6 meses a una administracion.*®
1.4. Antimicrobianos de uso oftalmico

Existe una gran variedad de familias y grupos de antimicrobianos de interés
clinico. Los mecanismos por los cuales con actividad antimicrobiana inhiben el
crecimiento o causan la muerte de los microorganismos son muy variados,

dependiendo del mecanismo de accion y de la diana afectada.
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La pared celular puede verse afectada en la sintesis (fosfomicina, cicloserina)
o el transporte de sus precursores (bacitracina, mureidomicinas), o en su

organizacion estructural (B-lactamicos, glucopéptidos).

Los principales derivados que afectan a la membrana citoplasmica son las
polimixinas y la daptomicina. La sintesis proteica puede bloguearse por una
amplia variedad estructural de compuestos que afectan a algunas de las fases
de este proceso: activacion (mupirocina), iniciacion (oxazolidinonas,
aminoglucésidos), fijacion del complejo aminoacido-ARNt al ribosoma
(tetraciclinas, glicilciclinas) o elongacién (anfenicoles, lincosamidas, macrolidos,
cetdlidos, estreptograminas o &cido fusidico). El trimetoprim y las sulfamidas (con
frecuencia usados en combinacion) son los representantes de los
antimicrobianos que bloquean las vias metabdlicas de la bacteria. El
metabolismo de los acidos nucleicos puede verse afectado en la ARN polimerasa
dependiente = de  ADN (rifamicinas) o en el proceso  de
enrollamiento/desenrollamiento del ADN (quinolonas); algunos compuestos
afectan directamente al ADN (nitroimidazoles, nitrofuranos). Algunos
compuestos, aun siendo incapaces de inhibir o matar las bacterias, pueden
bloguear sus mecanismos de resistencia, por lo que usados en combinacién con
otros antimicrobianos potencian la accion de estos ultimos; de este grupo de

sustancias solo se emplean en clinica algunos inhibidores de B-lactamasas.??

Son mudltiples las afecciones que pueden dafiar el globo ocular. Entre ellas
las infecciones oculares ocupan un papel importante por su repercusion negativa

en la vision de los afectados, de no ser tratadas adecuadamente.

Los microorganismos pueden causar infecciones en diferentes estructuras
del ojo tales como: los parpados, vias lagrimales, conjuntiva, cornea, esclera,

cavidad vitrea, retina y nervio optico.

Los colirios se emplean principalmente en el tratamiento de las infecciones
de la conjuntiva (conjuntivitis) y las superficiales y profundas de la cornea y
esclera. En el caso de las infecciones intraoculares (endoftalmitis) siempre se
utilizan, pero asociado a otras vias de administracion. También, se aplican en la

profilaxis de infecciones quirdrgicas y traumaticas.
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Por otra parte, los unglientos se destinan para las infecciones de parpados,
conjuntiva y, en ocasiones, de la cérnea. Estdn compuestos por particulas de
medicamentos suspendidas en una base oleaginosa y su mayor ventaja es que
aumentan el tiempo de permanencia en las lagrimas, ya que el mayor problema

de las administraciones tépicas es el tiempo de residencia en el lugar de accién.??
1.4.1. Cloranfenicol

El cloranfenicol es un farmaco de amplio espectro con buena respuesta
terapéutica. Es un bacteriostético, que dafia de forma reversible la sintesis
proteica bacteriana. Tiene un espectro de accion contra gérmenes
gramnegativos, grampositivos y anaerobios. Cloranfenicol ejerce su efecto
principal en células bacterianas por inhibicion de la sintesis proteica mediante la
union a la subunidad 50S ribosomal impidiendo la adicibn de aminoacidos
durante el ensamblaje de la cadena de peptidica. Las enterobacterias muestran
resistencia  variable. La Pseudomonas aeruginosaes resistente al

cloranfenicol. Debe evitarse su uso por largo tiempo.?3

Su indicacion terapéutica es para infecciones del polo anterior del ojo
(conjuntiva y/o cornea) causadas por microorganismos sensibles al cloranfenicol
como microorganismos gram positivos aerobios tal como Staphylococcus

aureus.

En Espafia existe comercializada como forma de administracion oftalmica de
cloranfenicol la pomada oftalmica, ungliento. En 2015 se retiré la formulacion en

colirio.?4

J' i Figura 4. Estructura quimica del cloranfenicol. Pubchem
298.%
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Su nombre quimico es 2,2-dicloro-N-[1,3-dihidroxi-1-(4-nitrofenil) propan-2-il]
acetamida. Su férmula empirica es C11H12CI2N20s, tiene un peso molecular de
323.126 g/mol. Es una molécula cristalina lipéfila (log P 1.14) y poco soluble en
agua (2.5 mg/mL a 25°C)

El cloranfenicol esta indicado en patologias tales como conjuntivitis, blefaritis
0 queratitis donde se usa de forma tépica. La posologia habitual es de aplicacion

de pomada cada 3 horas, ya que la formulacién en gotas ya no se comercializa.®
25

2. Objetivos

El objetivo de este estudio es disefiar, obtener y caracterizar nuevas

formulaciones en hidrogel como alternativa a las formulaciones clasicas.
Los objetivos especificos han sido:

- Sintetizar nuevos hidrogeles utilizando chitosan como polimero para
administrar farmacos de uso oftalmico como el cloranfenicol y la
dexametasona.

- Evaluar la irritabilidad oftalmica de la formulacion

- Determinar la adhesividad del hidrogel a la cérnea segun su uso como
pelicula polimérica tipo parche.

- Determinar perfiles de disolucion de los principios activos de estudio
dexametasona y cloranfenicol formulados en hidrogel, en un medio a pH
7.4.

- Estudiar la permeabilidad a través de la cornea de conejo y cerdo de los
principios activos formulados como hidrogel y comparar con los valores
obtenidos con los mismos farmacos en disolucion utilizando un método in
vitro.

- Disefiar un ensayo que permita valorar las ventajas de la formulacién

hidrogel respecto al tiempo de permanencia en el ojo.
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3. Materiales y Métodos.

3.1. Materiales.

Los materiales usados en este trabajo de investigacion han sido:
dexametasona, cloranfenicol, chitosan medio al 2% (HCI 35%, agente
reticulante 6-PG-Na y metanol, suministrados por Sigma-Aldrich. Otros
materiales: agua destilada, HBSS (suministrado por el Servicio de
Experimentaciéon Animal de la Universidad Miguel Hernandez; SEA-UMH),

corneas de conejo y cerdo (suministrado por SEA-UMH).

3.1.1. Soluciones utilizadas.
3.1.1.1. Soluciéon HBSS

Composicion solucién HBSS
proporcionada por SEA-UMH
0.137M NacCl

5.4mM KCI

0.25mM NazHPO4

0.1g g|ucosa Tabla 1. Composicion solucién HBSS.

0.44mM KH2POg4
1.3mM CaClz
1.0mM MgSO4
4.2 mM NaHCO

3.1.1.2. Solucién de pH 7,4.

Solucién elaborada en laboratorio a partir de una solucion ya preparada de
pH 6,8. La posterior basificacién se lleva a cabo titrando con NaOH 0,1 N y

calibrando con pHmetro. Esta solucién previa de pH 6,8 esta formada por:

Composicion Tampon Fosfato pH 6.8
4.04g NaCl

2.2mL NaOH 10M

6.89 KH2PO4

Csp 1000mL Agua miliQ

pH 6.8

Tabla 2. Composicion solucién pH 6.8
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3.1.1.3. Solucion de suero fisiologico.

Suero fisiologico Acofar en unidosis de 5mL suministrado por Farmacia

Centro.
3.2. Obtencion de los hidrogeles.

Para la preparacion del hidrogel se pesan 2.00 gramos de chitosan medio
y se afiaden a una disolucién de 100 mL de agua con HCI, de pH 0.1 N.
Adicionalmente en otro vaso se pesan y preparan los principios activos de
estudio, cloranfenicol (23.1 mg) y dexametasona (2.31 mg). Por otro se
prepara el agente reticulante, el cual se pesa 1 gramo y se disuelve en 10 mL

de agua destilada.
3.3. Método de cargado del farmaco.

El cargado de los principios activos se llevo a cabo de forma simultéanea a

la formacion del hidrogel.

e Se pesan 23.1mg de cloranfenicol. En el caso de la dexametasona se
pesan 2.31mg de principio activo.

e Se les afaden 0.77mg de quitosan medio al 2% en HCI 0.1N.

e Se dejan en agitacion con imanes durante hora y media.

e Paralelamente se suspende agente reticulante 6PG en agua para
alcanzar una concentracion de 100mg/mL.

e Tras la espera de hora y media se afiade el 6PG y se agita en vortex
un minuto.

e Tras agitar con el virtex se obtiene una dispersion homogénea y
blanquecina en los dos casos.

e Acto seguido se introducen las muestras en el congelador mientras se
prepara el liofilizador y se lleva a -65°C, lo que tarda unos 120 minutos.

e Una vez se alcanza esta temperatura se sacan las dispersiones del
congelador y se llevan al liofilizador donde se ponen a congelar
durante hora y media.

o Posteriormente se pone a liofilizar durante 2 dias en el programa “frio

y vacio”.
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Estas dispersiones se liofilizaron dando lugar a hidrogeles secos,
xerogeles, en forma de disco por el vaso en el que se prepararon. Esta forma
se puede manipular con facilidad y pueden rehidratarse para formar un

hidrogel viscoso.

3.4. Ensayos de liberacién de hidrogeles de dexametasona vy

cloranfenicol.

Se evaluo la capacidad de los hidrogeles como sistemas de liberacion
modificada. El ensayo se llevd a cabo en vasos colocados en un agitador
orbital termorregulado (Stuart orbital incubator SI50) a 37° C y 80
revoluciones por minuto durante 24 horas. Los hidrogeles en forma de disco
liofilizado se introdujeron, sin ningun dispositivo adicional, en los vasos que
contienen 100 mL de medio tamponados a pH 7.4. La toma de muestras fue
a determinados tiempos (5’, 10’, 15, 30°, 1, 2, 4, 8, 12, 24 horas) y el volumen
retirado se repuso con el medio tamponado a pH 7.4. Las concentraciones
de dexametasona y cloranfenicol se analizaron por HPLC y sus datos se
trabajaron en Excel extrapolando a rectas de calibrado elaboradas
previamente con los principios activos disueltos en metanol. Los perfiles de
disolucién se compararan utilizando la formula f2 tras representar el

porcentaje disuelto frente al tiempo con la siguiente férmula:
12, 2205
1 =50*10g{[1+—Z{R! —Er} 7 *100}
R

Donde n es el niumero de muestras tomadas para realizar el calculo, Rt es
el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto de referencia y Et

es el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto de estudio
3.5. Cuantificacién del farmaco en las muestras.

Para cuantificar la cantidad de farmaco de estudio en las muestras se
realizé la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
con deteccién por ultravioleta. El sistema cromatografico empleado fue un

Sistema Alliance ® HPLC, que consta de los siguientes médulos:

e Modulo de Separaciones Waters™ 2695 compuesto por una bomba

cuaternaria e inyector automatico integrado.
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e Detector de absorbancia Waters ™ 2487 doble A.

e Registrador-integrador Empower ™

En cuanto a las condiciones cromatogréficas, se utilizé una fase estacionaria

reversa formada por:

e Precolumna Phenomenex ® KJO-4282 con dos filtros de 2 microgramos
y relleno con microparticulas C18 de 40 microgramos de tamafo
(Phenomenex AJO-4287, C18 4 x 3.0 mm)

e Columna de acero inoxidable Waters ™ modelo Nova Park® C18 de 150
mm de longitud, 3.9 mm de diametro y tamafio de particula 4

microgramos.

Se trabaj6é con un método isocratico a velocidad de flujo 1 ml/min y con
temperatura de columna de 30°. La fase movil fue una mezcla en proporcion
volumétrica de 50:50 de solucion acuosa de &cido trifluoroacético al 0.1% y
acetonitrilo. Los componentes de la fase movil se centrifugaron durante 10
minutos a 10000G, de las cuales se extrajo 150 microlitros en un vial con inserto

para poder pinchar en el HPLC.

3.6. Ensayos previos al estudio comparativo de liberacion entre
solucioén de cloranfenicol e hidrogel de cloranfenicol

3.6.1. Ensayo de irritabilidad oftdlmica de la formulacién.

Este ensayo se ha realizado utilizando huevos fecundados con la
colaboraciéon y asesoramiento del Dr. Otero de la Universidad de Santiago de
Compostela. Se introducen los huevos fecundados obtenidos de una granja en
una camara climética hasta que se desarrolla la membrana corioalantoidea.
Entonces se ponen en contacto con esta membrana las formulaciones: a)
hidrogel, b) control positivo c¢) control negativo con el fin de determinar
posteriormente el Indice de Irritacion segin la metodologia descrita en detalle
por el grupo del Dr. Otero-Espinar.?®

3.6.2. Ensayo de adhesividad del hidrogel a la c6rnea segln su uso

como pelicula polimérica tipo parche.

El ensayo de mucoadhesividad in vitro se realiza para estimar la capacidad

mucoadhesiva de las formulaciones en el tejido corneal. Para este ensayo se
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disefio un sistema que consta de una superficie inclinada 45 grados sobre la cual
se instala un dispositivo que bombea un flujo constante de fluido lagrimal de 4
mL/min. Sobre esta superficie se colocaron portaobjetos a los que se les pegaron
con cianoacrilato las corneas. Se administran las formulaciones y se pone en
marcha el flujo de fluido. A tiempos prefijados se analiza la cantidad de farmaco

remanente en la superficie e interior de la cérnea.
3.7. Permeabilidad.

Para determinar la permeabilidad de los farmacos y las corneas de estudio
se realiz6 el estudio de permeabilidad in vitro en células de Franz. A continuacion
se describe la preparacion de la cérnea, el montaje de las células de difusion y

el protocolo experimental.
3.7.1. Preparacién de la cornea del modelo animal

En los experimentos de absorcién transcorneal se utiliz6 como membrana la
cornea de modelos animales, conejos en un primer momento y cerdos en el
altimo ensayo porque el servicio de experimentacion animal no pudo aportar mas

muestras.

Para mantener la homogeneidad se seleccionaron modelos de conejos
blancos New Zealand aportados por el SEA-UMH. Se separ6 la cornea del
modelo animal mediante bisturi quirdrgico ayudado de pinzas quirdrgicas tras la
eutanasia del modelo animal que ya habia participado en otro estudio donde no
se requerian las cérneas, siempre acompafiado de una aprobacién de un comité
ético. La extraccion de la cOrnea se hace recortando en torno a la esclera en lo
gue se conoce vulgarmente como “casquete”. Estas cérneas se lavaron con
HBSS y se colocaron directamente sobre las células de Franz para la posterior
realizacion del ensayo. Para la extraccion de las corneas se eutanasia al animal
en el quiréfano, se sujeta el o0jo con pinzas y se clava un bisturi en la esclera.
Acto seguido se extrae el bisturi y en la incisién creada se introduce una tijera
quirdrgica con la que se traza un recorrido en torno a la cornea. Una vez se ha
extraido el “casquete” se debe colocar directamente en la célula de Franz, o en
su defecto en un bote estéril con suero fisiolégico o solucion HBSS vy llevar al

laboratorio para montar en la célula de Franz.
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Los primeros ensayos del experimento con dexametasona se realizaron en
corneas de conejo. Sin embargo, ante la imposibilidad de conseguir mas
muestras se planted una alternativa con ojos de cerdo facilitados por el SEA-

UMH para el resto de ensayos.
3.7.2. Células de difusion.

Los ensayos de permeabilidad se llevaron a cabo en células de difusion
conocidas como células de Franz (Figura 5). Se trata de un sistema cerrado
conformado por dos piezas cilindricas de vidrio que forman dos compartimentos
conocidos como dador y como receptor. Entre ellas se sitia la membrana de
estudio, en el caso de esta investigacion una cornea de modelo animal, conejo

o cerdo.

El compartimento receptor tiene una tubuladura en un lado que permite la
toma de muestras y la reposicion del volumen retirado durante el muestreo. La
cOrnea se coloca entre ambos compartimentos de manera que la zona externa
de la cérnea en el modelo del ojo quede hacia el comportamiento dador y la zona

interna de la cérnea en contacto con la solucién receptora.

La estanqueidad del conjunto se garantiza con los bordes esmerilados en la
zona de contacto con la cérnea, ademas de que se ve reforzada por la presencia
de una pinza externa que mantiene las dos partes unidas. Esta pinza se
encuentra unida a un soporte metalico que facilita la estabilidad de las células de
Franz en el bafio termostatizado, ya que para simular las condiciones fisiol6gicas

se introducen las células en un bafio a 37°C.

H ik Figura 5. Célula de Franz. (analyses
= ' systeme) %
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3.8. Protocolo experimental del estudio comparativo de
permeabilidad entre solucion de cloranfenicol e hidrogel de

cloranfenicol.

El ensayo se realiza de la siguiente forma: para garantizar que las cérneas
son aptas para el estudio, previamente al inicio del experimento es necesario

comprobar la integridad de las membranas tras su extraccion, visualmente.

Se deben montar las corneas en las células de Franz. En el compartimento
receptor se administra tampon de pH 7,4. Esta solucion debe prepararse
previamente y se debe comprobar que el pH tenga el valor adecuado, con el
pHmetro. En el compartimento receptor de la célula de Franz se introduce un
iman y se llena de solucién hasta el limite de su capacidad, 12 mL. Acto seguido
se coloca la cornea encima y se cubre con el compartimento dador de la célula
de Franz. Se fija la union con una pinza lateral. Se coloca la célula en un soporte

y se introduce en un bafio termostatizado a 37+ 0.5° C y con agitacion a 300 rpm.

Para este ensayo se coloca en el compartimento dador una solucion de
cloranfenicol o un hidrogel de cloranfenicol, creando dos grupos simulando las
condiciones de utilizacién clinica. La solucion de cloranfenicol es de 2.25mg/mL
en solucion tampén 7,4 previamente elaborada, aproximandose a la maxima
solubilidad teorica, 2.5mg/mL y debe prepararse previamente al comienzo del
estudio también. El hidrogel de cloranfenicol debe elaborarse vy liofilizarse con

anterioridad conforme a lo explicado previamente.

Los tiempos de muestreo prefijados son los siguientes: §°, 10’, 15, 30°, 1h,
2h, 3h, 14h, 15h, 18h y 24h para todos los ensayos que se han realizado. En
dichos tiempos se toman 150 microlitros de muestra del compartimento receptor
de la célula de Franz. Posteriormente se centrifugan y se analizan en
cromatografia HPLC. En la tabla 3 se muestran las condiciones del ensayo.

Condiciones Especificaciones
Aparato Agitador con bafo.
Medio de disolucion Solucion Tampon pH 7,4 a 37°C
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Volumen de disoluciéon del |12 mL

compartimento receptor

Volumen de muestra 0.080mg de hidrogel de
cloranfenicol o 1mL de solucion de
cloranfenicol (2.25mg/ml)  en

tampon 7,4.

Velocidad de agitacion 300 rpm

Tiempo de muestreo 5, 10, 15, 30°, 1h, 2h, 3h, 14h,
15h, 18h’, 24h

Determinacion Cromatografia liquida de alta

resolucion 238nm

Tabla 3. Especificaciones para el ensayo del Cloranfenicol

4. Resultados y discusion

4.1. Validacion de la técnica analitica

Las técnicas analiticas fueron validadas previamente por el equipo de

investigacion.
4.2. Resultados y discusion del ensayo de irritabilidad

La figura muestra una imagen de la membrana corioalantoidea tras su
exposicion al hidrogel obtenido sin farmaco. Los resultados indicaron que el
hidrogel no es irritante. Esto concuerda con la literatura al descartar la aparicion
de alteraciones tales como hemorragia, vasoconstriccion y coagulacion,

pudiendo evitarse realizar el test de Draize en ojo de conejo directamente.?®

Figura 6. Imagen de membrana corioalantoica, sin
irritacién, tras administracion de formulacién de estudio.
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4.3. Resultados y discusién del ensayo de adhesividad

El ensayo de mucoadhesividad in vitro se ha realizado para estimar la
capacidad mucoadhesiva de las formulaciones en el tejido corneal. Para este
ensayo se disefié un sistema que consta de una superficie inclinada 45 grados
sobre la cual se instala un dispositivo que bombea un flujo constante de fluido
lagrimal de 1 mL/min.3° Sobre esta superficie se colocaron portaobjetos a los que
se les pegaron con cianoacrilato las corneas. Se administré el hidrogel vacio y
cargado con ambos farmacos y se puso en marcha el flujo de fluido. Los
resultados indicaron que el gel se adhiere a la cérnea y permanece inmutable
durante las 5 horas que dur6 el ensayo. Sin embargo el gel se despega frotando

durante unos minutos con un algodén.

Flujo constante

Formulacién

Tejido
4

Portaobjetos

Bomba peristaltica

‘ Sistema desagiie
l [ |

Figura 7. Esquema del sistema de plano inclinado disefiado para el sistema de mucoadhesividad. Adaptado de
Maria Teresa Martinez Martinez. Cabitulo 2. Mucoadhesividad in vitro *

Este resultado concuerda con los obtenidos para otros hidrogeles de
chitosan. La presencia de mucinas y otras proteinas con el chitosan forma unos
agregados capaces de alterar el potencial Z de las membranas y generar
fendmenos de atraccion electrostatica, ademas de los fendmenos de puente de
hidrogeno y efectos hidrofobicos a nivel molecular, que junto con el pH vy la
disposicion fisica concuerdan con los resultados arrojados de bioadhesion en la

cornea con la formulaciéon de estudio.?®

4.4. Resultados y discusién de los ensayos de liberacion de
hidrogeles de dexametasona y cloranfenicol.
4.4.1. Resultados y discusion de los ensayos de liberacion de

hidrogeles de dexametasona.
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En latabla 4 se muestran los resultados de porcentaje de farmaco liberado

desde la matriz del hidrogel y disuelto en el medio de estudio que imita el fluido

lacrimal frente a los distintos tiempos de muestreo de los ensayos de

dexametasona, asi como de su valor promedio también ilustrado en la figura 8.

Tiemp | Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
o] Dexametasona 1l | Dexametaso | Dexametason | Dexametason
na?2 a3 a promedio
(min) | % % % disuelto % disuelto SD
disuelt | disuelt
0 0
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8,30 3,64 3,62 5,19 2,69
10 12,45 10,27 6,10 9,60 3,22
15 15,81 11,24 6,83 11,29 4,48
30 21,43 26,86 7,25 18,51 10,12
60 25,50 33,62 25,28 28,13 4,75
120 37,74 42,05 28,52 36,10 6,90
240 53,42 56,74 41,31 50,49 8,12
480 82,36 79,06 70,47 77,30 6,13
720 103,80 | 97,36 83,69 94,95 10,26
1440 107,07 | 97,22 98,93 101,07 5,26

Tabla 4. Porcentaje de Dexametasona disuelta a cada tiempo de referencia a pH 7.4.
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Figura 8. Perfil promedio de liberacién de dexametasona a pH 7.4.
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Los resultados del perfil de liberacion indican que en una hora se libera
aproximadamente el 28%, mientras que en cuatro horas se libera
aproximadamente un 50%. La liberacion de los hidrogeles de dexametasona es
del 100% a las 10 horas, periodo de tiempo que corresponde con el descanso
nocturno. Estos resultados indican que el farmaco se ha encapsulado con éxito
en el hidrogel y que en el medio que simula el fluido lacrimal se produce una
liberacion sostenida en el tiempo.

Estos resultados son adecuados para plantear la siguiente fase de ensayos
in vitro para este sistema de liberacion. Los resultados permitirian plantear una
formulacion en lente de hidrogel que pudiese aplicarse durante el descanso
nocturno ya que facilitara y simplificara la actual sistematica que requiere
instilaciones cada hora y que dificulta la adherencia e interfiere en el descanso

nocturno.

4.4.2. Resultados y discusién de los ensayos de liberacion de

hidrogeles de cloranfenicol.

En latabla 5 se muestran los resultados de porcentaje de farmaco liberado
desde la matriz del hidrogel y disuelto en el medio de estudio frente a los distintos
tiempos de muestreo de los ensayos de dexametasona, asi como de su valor
promedio también ilustrado en la figura 9.

Tiempo | Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
1 2 3 promedio
(min) % disuelto % disuelto % disuelto % SD
disuelto
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 8,96 6,77 4,58 6,77 2,18
10 28,78 20,37 11,95 20,37 8,41
15 28,53 21,08 13,63 21,08 7,44
30 45,31 36,94 28,57 36,94 8,36
60 56,02 47,95 39,87 47,95 8,07
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120 64,24 55,63 47,01 55,63 8,61
240 71,30 60,22 49,15 60,22 11,07
480 75,11 66,80 58,50 66,80 8,30
720 81,91 74,02 66,14 74,02 7,88
1440 102,80 88,19 73,57 88,19 14,61

Tabla 5. Porcentaje de Cloranfenicol disuelta a cada tiempo de referencia a pH 7.4.

Cloranfenicol
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100 '|'
o 80 T i
= T T
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a 60 T L
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Figura 9. Perfil promedio de liberacion de cloranfenicol a pH 7.4.

Los resultados del ensayo de liberacion muestran que en una hora se libera
aproximadamente el 47% del farmaco encapsulado, mientras que en cuatro
horas se libera aproximadamente un 60%. La liberacion de los hidrogeles de
cloranfenicol es del 80% a las 20 horas. Estos resultados indican que el farmaco
se ha encapsulado con éxito en el hidrogel y que en el medio que simula el fluido

lacrimal se produce una liberacion sostenida en el tiempo.

Estos resultados, aunque el hidrogel de cloranfenicol requiere mas tiempo
para liberar la totalidad de farmaco, son adecuados para plantear la siguiente
fase de ensayos in vitro para este sistema de liberacion. Los resultados
permitirian plantear una formulacién en lente de hidrogel que pudiese aplicarse
durante el descanso nocturno ya que facilitara y simplificara la actual sisteméatica
que requiere instilaciones cada hora y que dificulta la adherencia e interfiere en

el descanso nocturno.
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4.5. Resultados y discusion de los ensayos de permeabilidad.
4.5.1. Resultados y discusion del ensayo de permeabilidad sin

lavado

Los ensayos de permeabilidad se llevaron a cabo en células de Franz. Se
compararon los perfiles de acumulacion de farmaco en el compartimento
receptor de la célula de Franz tras la colocacién de las muestras de hidrogel y
de solucién en los compartimentos dadores de diferentes células de Franz con
intencidn de evaluar la permeabilidad de la cOrnea a las distintas formulaciones.
La tabla 6 muestra los valores obtenidos en concentraciones promedio a cada
tiempo de referencia y la figura 10 las cantidades acumuladas de cloranfenicol a

cada tiempo de referencia para las formulaciones de solucion e hidrogel.

CLORANFENICOL Concentraciones promedio

(microM)
Tiempo (min) Solucién Hidrogel
5 26,27 43,44
10 59,20 51,31
15 86,01 55,13
30 105,19 64,80
60 112,04 79,47
120 120,54 94,46
180 122,49 99,54
840 148,07 110,50
900 159,03 128,20
1080 155,25 125,20
1440 162,54 147,62

Tabla 6. Concentraciones promedio de Cloranfenicol en solucién e hidrogel en compartimento receptor a cada
tiempo de referencia
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Figura 10. Cantidades acumuladas de cloranfenicol a cada tiempo de referencia en las distintas formulaciones de
solucién e hidrogel. SOL: solucion libre; HG: formulacién e hidrogel

Los resultados de concentracion de farmaco en compartimento receptor con
el tiempo permiten calcular los valores de permeabilidad de las distintas
formulaciones a través de las corneas de estudio. En la figura 11 se muestran
los resultados de permeabilidad. Como se puede apreciar el valor de
permeabilidad es mayor en el caso de la solucion de cloranfenicol, mientras que
los valores de la formulacién en hidrogel son mas bajos. Estos resultados entran
dentro de lo esperado debido a que en la formulacion en hidrogel el principio
activo debe liberarse mientras que en la solucion se encuentra ya disuelto y
resulta mas sencillo y directo que pase a través de la cérnea que si tiene que

producirse un paso previo de liberacion.
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Figura 11. Valores de permeabilidad de las formulaciones en hidrogel y soluciones a través de la cérnea de
estudio.

Por otro lado, el valor obtenido tras el calculo de f2 con los parametros del

estudio es de 35,73. Partiendo de que a partir de un valor de f2 mayor de 50 se
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consideran perfiles similares, el valor de 35,73 indica que los perfiles obtenidos
pueden considerarse estadisticamente diferentes. Esto permite deducir que el
hecho de encapsular el principio activo en el hidrogel modifica la farmacocinética

del proceso al limitar la velocidad de liberacion.

No obstante, a vista de los resultados se comprueba que el ensayo no es
capaz de reproducir lo que ocurre in vivo ya que uno de los problemas de la
administracion ocular es justamente la rapida eliminaciéon del lugar de

administracion.

4.5.2. Disefio de un nuevo protocolo experimental para considerar el

efecto del parpadeo y lagrimeo.

Los resultados del ensayo anterior indican que el hidrogel, al liberar mas
lentamente proporciona una menor permeabilidad de cloranfenicol a través de la
cOrnea ya que, en este caso, la liberacién es el factor limitativo. No obstante, la
ventaja del sistema hidrogel es el mayor tiempo de residencia en el lugar de
administracion debido a su mucoadhesividad y este ensayo no permite evaluar
este aspecto que se ha comprobado previamente. Es por ello que se ha disefiado
un nuevo ensayo para poder tener en cuenta el efecto del lagrimeo y parpadeo.

Para simular el efecto de lavado que se llevara a cabo a través del lagrimeo
y el drenaje nasolacrimal, se realizara un estudio en el que afiadir 150 microlitros
de suero tampén 7.4 un minuto antes de cada toma. Previamente, unos 90
segundos antes de la toma de muestras, se vaciara el compartimento todo el
volumen alojado de forma que el estudio se aproxime mas a la realidad fisioldgica
del sistema ocular y eliminando suavemente la solucién, manteniendo el resto

del protocolo de forma idéntica al ensayo anterior.

Los tiempos de muestreo prefijados seran los siguientes: 5°, 10’, 15, 30’, 1h,
2h, 3h, 14h, 15h, 18h y 24h para todos los ensayos que se han realizado. En
dichos tiempos se tomaran 150 microlitros de muestra del compartimento
receptor de la célula de Franz. Cuando resten 90 segundos para la toma de
muestras se vaciara todo el volumen del compartimento dador y cuando resten

60 se les afiadira el volumen de lavado de 150 microlitros de solucion tampon
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7.4 en el compartimento dador de la célula de Franz. Posteriormente se
centrifugard y se analizar& en cromatografia HPLC Adicionalmente se
determinara la cantidad de farmaco retenido en el tejido corneal al final del

ensayo. En la tabla 7 se muestran las condiciones del ensayo que se realizara

en el futuro.

Condiciones Especificaciones

Aparato Agitador con bafio.

Medio de disolucion Solucion Tampon pH 7,4 a 37°C

Volumen de disolucion del |12 mL

compartimento receptor

Volumen de muestra 0.080mg de hidrogel de cloranfenicol
o 1mL de solucién de cloranfenicol
(2.25mg/ml) en tampo6n 7,4.

Velocidad de agitacién 300 rpm

Tiempo de muestreo 5, 10°, 15°, 30’, 1h, 2h, 3h, 14h, 15h,
18h’, 24h

Tiempo de lavado 60 segundos antes de la toma de
muestra

Tiempo de vaciado del |90 segundos antes de tomar

compartimento dador muestras.

Determinacion Cromatografia liquida de alta
resolucién 238nm

Tabla 7. Especificaciones para el ensavo del Cloranfenicol con lavado entre muestras

5. Conclusion.

- Se han sintetizado nuevos hidrogeles con dexametasona y cloranfenicol

empleando chitosan como polimero.

- Se evalud la irritabilidad oftalmica de la formulacion exponiendo el

hidrogel sin farmaco a la membrana corioalantoica. El ensayo permitio

determinar que la formulacion no es irritante.
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El ensayo in vitro de adhesividad del hidrogel a la cornea demostro que
gel se adhiere a la cérnea de manera efectiva aunque se puede despegar
frotando con algodon durante unos minutos.

Se determinaron perfiles de disolucion de las formulaciones de
dexametasona y cloranfenicol en hidrogel en un medio a pH 7.4 los cuales
permitieron demostrar que el farmaco se habia encapsulado con éxito y
que la liberacién a partir del hidrogel se producia de manera sostenida
durante varias horas.

Se estudio la permeabilidad a través de la cornea de conejo y cerdo de
las formulaciones de cloranfenicol en hidrogel y se compar6é con los
valores obtenidos con el mismo farmaco en disolucién a través de un
método en vitro en células de Franz. Los resultados preliminares
obtenidos indican que los valores de permeabilidad son diferentes para el
farmaco libre y para el farmaco contenido en el hidrogel aunque se
requiere un mayor nimero de nuevos ensayos.

Se ha disefiado un ensayo en células de Franz reproduciendo el efecto
del lagrimeo que permitird medir las concentraciones de las muestras en
cornea y en el compartimento receptor de la célula de Franz y analizar el
tiempo de permanencia de las distintas formulaciones en el ojo. Ademas

se mediran las concentraciones de farmaco acumulado en cérnea.

Los ensayos realizados indican que el sistema hidrogel planteado resulta

prometedor para administrar farmacos a nivel oftdlmico ya que permiten un gran

incremento del tiempo de residencia y una liberacién prolongada en el tiempo.
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