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RESUMEN

Las microemulsiones son dispersiones transparentes y termodindmicamente
estables de dos fases inmiscibles entre si que contienen cantidades apropiadas de
tensioactivos y cosurfactantes, dando lugar a gotas de tamafio entre 10-100 nm.

Tienen potencial aplicacion como vehiculos portadores de farmacos que presentan
limitaciones debido a su baja solubilidad en agua, toxicidad o dificultad de permeacion.
Otras ventajas son: vida util prolongada, aumento de solubilidad de moléculas hidrdéfilas
y lipofilas, esterilizacion por filtracion, liberacion controlada de principios activos.

En el presente trabajo de tesis se abordaron tres aplicaciones diferentes para las

microemulsiones.

POTENCIAL APLICACION DE LAS MICROEMULSIONES DISENADAS
SISTEMA PORTADOR DE FARMACOS A NIVEL OCULAR

Acetazolamida (ACZ) es el inhibidor oral de la anhidrasa carbonica cominmente
utilizado en el tratamiento de glaucoma. Para obtener una disminucién deseada de la
presion intraocular deben emplearse grandes dosis orales de ACZ. Esto resulta en una
amplia gama de efectos secundarios que podrian evitarse con el uso tépico del farmaco.
Sin embargo, la escasa solubilidad acuosa y la baja permeabilidad corneal de ACZ
limitan su biodisponibilidad a nivel ocular.

Uno de los principales objetivos de esta tesis fué formular una microemulsion ocular
de ACZ de alta eficacia terapéutica y efecto prolongado.

Se prepararon tres sistemas aceite / agua, basados en geranio, geraniol, aceite
esencial de citronella (fase oleosa), Cremophor El, Brij 35 y Tween 80 como
tensioactivos.

Se construyeron los correspondientes diagramas de fase pseudoternarios.

La microemulsion basada en citronella mostrd propiedades fisicoquimicas
aceptables.

Para todas las preparaciones se aplicd una version modificada de la prueba de

irritacion ocular Draize que revel6 que la formula de Citronella no era irritante.
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La evaluacion bioldgica de las formulas comerciales y de la microemulsion en
conejos albinos normotensos, nos orientd a seleccionar la formulacion anteriormente
mencionada basandonos en una eficacia terapéutica similar a dosis més bajas y un
efecto mas prolongado respecto de los productos convencionales, ofreciendo un

tratamiento més intensivo del glaucoma.

SISTEMAS AUTOCONSERVABLES

Si bien los conservantes se agregan a los productos farmacéuticos para inhibir el
crecimiento de microorganismos peligrosos, en formulas oftlmicas generan efectos
indeseables.

Se ha sugerido que las microemulsiones podrian autopreservarse. Asimismo, como
los aceites esenciales son conocidos por sus propiedades antibacterianas, la hipotesis
de trabajo estuvo orientada a verificar si la microemulsion de citronella tenia
propiedades conservantes.

Los resultados indicaron que el sistema inhibi6 el crecimiento de Staphyloccocus
aureus, Mycobacterium gordonae, Candida albicans pero no el de Pseudomonas

aeruginosa, por lo que la formula no es capaz de autopreservarse.

CONTROL DE MOSQUITOS

Las microemulsiones son atractivas como posibles productos insecticidas debido a la
alta biodisponibilidad de las gotas de aceites esenciales larvicidas, atribuible al reducido
tamario particular.

Se realizd un estudio para comparar el efecto biol6gico de la emulsion y la
microemulsion o/w de aceite esencial de geranio y geraniol, sobre larvas de mosquito
Culex pipiens pipiens.

Los sistemas microemulsificados basados en geranio y los de geraniol produjeron un
aumento notable de la actividad larvicida en comparacién con las emulsiones
correspondientes, siendo las nanoformulaciones basadas en geraniol més efectivas que
las basadas en geranio. Sin embargo, se prefieren las microemulsiones de geranio
debido a sus perfiles toxicoldgicos residuales. Estos sistemas podrian usarse en un

programa de manejo integrado de plagas para Culex pipiens pipiens.
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ABSTRACT

The microemulsions are clear and thermodinamically stable dispersions of inmiscible
phases containing appropriate amounts of surfactants and cosurfactants, forming small
droplets with diameters between 10 and 100 nm. They have potential use as delivery
systems for many pharmaceuticals which are normally of limited use due to their low
aqueous solubility, toxicity or low permeation. Other advantages are: extended shelf
life, compatibility with hydrophilic and lipophilic drug molecules, ability to be sterilized
by filtration, control of drug release.

Three different applications of microemulsions were approached in this work of

Thesis.

POTENTIAL APPLICATION OF THE DESIGNED MICROEMULSIONS
OCULAR DRUG DELIVERY SYSTEM:

Acetazolamide (ACZ) is the most commonly oral anhydrase carbonic inhibitor used in
the treatment of Glaucoma. To obtain the desired lowering of intraocular pression,
large oral doses of ACZ are used resulting in a wide array of side effects. Side effects of
ACZ could be avoided if ACZ was topically administered into the eyes. However, poor
aqueous solubility and low corneal permeability of the drug limits its ocular
bioavailability.

The main objective of this work was to formulate an ACZ ocular microemulsion of
high therapeutic efficacy and prolonged effect. Three oil/water systems, consisting of
geranium, geraniol, and Citronella essential oils and Cremophor El, Brij 35 and Tween 80
as surfactants, were prepared and their pseudoternary-phase diagrams were obtained.

Microemulsion made of Citronella, showed acceptable physicochemical properties.

A modified version of Draize rabbit eye irritation test was carried out for all of the
preparations and revealed citronella formulation was nonirritant.

Biological evaluation of the microemulsion and commercial formulations on
normotensive albino rabbits orientated us to select the microemulsion mentioned

previously that it was the most effective, having a similar therapeutic efficacy, with a
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lower dose, and longer effect relative to a market product, offering more intensive

treatment of glaucoma, compared to conventional eye drops.

SELF PRESERVING SYSTEMS

Antimicrobial preservatives are added to pharmaceuticals to inhibit the growth of
dangerous microorganisms. However, the presence preservatives in ocular
medications has undesirable effects.

It has been suggested that microemulsions are self-preserving antimicrobials.

As essential oils are known for their antimicrobial properties, the hypothesis of our
work was testing if citronella microemulsion acts as a self-preserving system. The results
indicated that citronella microemulsion inhibited the growth of Staphyloccocus aureus,
Mycobacterium gordonae, Candida albicans but not Pseudomonas aeruginosa, so the

system could not be considered as a self-preserved one.

MOSQUITO CONTROL

Microemulsions are attractive as potential insecticidal products due to high
bioviability of the larvicidal essential oil drops, attributable to their small size.

A laboratory study was conducted in order to compare the biological effect of
emulsion and microemulsion of geranium and geraniol essential oils in water against
Culex pipiens pipiens mosquito larvae.

Microemulsified systems based on geranium and those on geraniol produced a
notable increase of the larvicidal activity when compared with the corresponding
emulsions, being nanoformulations based on geraniol more effective than geranium
based ones. However, geranium microemulsions are preferred due to their residual
toxicological profiles.

The results indicate that these novel systems could be used in integrated pest

management program for the Culex pipiens pipiens.
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INTRODUCCION GENERAL

La nanotecnologia es la técnica que reduce el tamafio de los materiales a nivel
atomico (Farokhzad y Langer, 2009). Emplea un amplio rango de disciplinas cientificas
con el fin de crear y estudiar estructuras moleculares que tienen una dimension
espacial que va desde 1 a 100 nm, siendo 1 nm la millonésima parte de 1 mm
(Natarajan et al, 2014).

Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas desarrolladas por un material a escala
nanométrica a menudo difieren significativamente de aquellas exhibidas por el mismo
material a mayor escala.

Las nanoestructuras presentan dimensiones que coinciden con los tamafos tipicos
de las unidades funcionales presentes en organismos vivos, viéndose facilitada la
interaccion con biomoléculas, células, compartimientos celulares, organelas, etc (Nel et
al, 2009). Consecuentemente, una de las aplicaciones emergentes de la nanotecnologia
es la "nanomedicina”. Este término, se emplea cuando se hace uso de la nanotecnologia
para la resolucion de problemas médicos (Natarajan et al, 2014).

Desde el punto de vista farmacéutico, la nanomedicina propone el desarrollo de

sistemas portadores de farmacos capaces de:

a) identificar el sitio blanco (6rgano, célula, nucleo, citoplasma, organela) dirigirse a
él'y entregar selectivamente la dosis terapéutica.

b) promover la liberacion controlada del farmaco pudiendo transportar en
simultaneo varios principios activos y/o biomacromoléculas (péptidos, proteinas y
acidos nucleicos) (Crommelin, Park y Florence, 2010).

En términos de liberacién controlada de principios activos, los objetivos primordiales
de la nanomedicina son: maximizar la biodisponibilidad y eficacia, controlar pardmetros
tales como toxicidad no especifica y promover la reversion de propiedades
fisicoquimicas desfavorables, logrando perfiles biofarmacoldgicos deseables al
posibilitar la superacion de eventuales limitaciones que pudieran presentar los
farmacos (incapacidad para atravesar barreras bioldgicas, baja solubilidad,

susceptibilidad a degradacion) (Sanna, Pala y Sechi, 2014).
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Cabe destacar que, a pesar de la necesidad del empleo de la nanotecnologia para
optimizar el tratamiento de determinadas afecciones, la obtencion de productos de
liberacion controlada se ve limitada (Natarajan et al, 2014).

El Glaucoma constituye un buen ejemplo de enfermedad que requeriria el desarrollo
de este tipo de férmulas. Dicha patologia, consiste en una neuropatia 6ptica progresiva
que genera pérdida irreversible de la vision afectando a mas de 60 millones de
personas en todo el mundo (Quigley y Broman, 2006; Pita-Thomas y Goldberg, 2013).
Constituye, ademas, la segunda causa de ceguera a nivel mundial y ocupa junto a otras
enfermedades (retinopatia diabética, cataratas) un lugar importante para entidades
relacionadas con problemas de salud publica (Buys et al, 2008).

La presion intraocular (P1O) elevada es el principal factor de riesgo, desencadenante
de la enfermedad, que puede ser controlado (Leske y Podgor, 1983; Tsai, Robin y Smith,
2019). Consecuentemente, el objetivo del tratamiento terapéutico para glaucoma, es
preservar la funcion visual proporcionando un descenso mantenido y estable de la PIO,
mediante terapias que presenten un perfil de seguridad favorable y faciliten la
adherencia del paciente al tratamiento (Gooch et al, 2012).

Ninguna opcion disponible hoy en dia, reline todas las caracteristicas anteriormente
mencionadas. Generalmente, para el tratamiento de Glaucoma se adopta la via de
administracion topica a través del uso de gotas oftadlmicas. No obstante, para estas
formas farmacéuticas convencionales, la biodisponibilidad del farmaco se corresponde
al 5% (en el mejor de los casos) y la duracion del efecto terapéutico se ve, por lo
general, limitada (Gaudana et al, 2009; Gooch et al, 2012).

El tratamiento farmacoldgico presenta ademés problemas relacionados al
cumplimiento del régimen terapéutico (factor crucial para detener el avance de la
enfermedad). Las razones asociadas a la falta de adherencia al tratamiento son
multifactoriales e incluyen falta de conocimiento y dificultad en la administracion,
ausencia de respuesta en algunos pacientes, existencia de efectos secundarios locales y
sistémicos, etc.

Sumado a esto, algunos tratamientos disminuyen su eficacia hipotensora con el paso
del tiempo y ademas, el uso prolongado de formulaciones que contengan conservantes

suele ocasionar dafios en la superficie ocular (Doblhammer, 2018; Olthoff et al, 2005).
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Conociendo la gravedad de la enfermedad de Glaucoma (evolucion a ceguera) y
teniendo en cuenta que, como consecuencia de la escasa efectividad de las formulas
topicas tradicionalmente empleadas, el avance resulta practicamente inevitable se
decidi6 abordar esta problematica a través del desarrollo de un producto capaz de
controlar la liberacién de farmacos antiglaucomatosos y mejorar la biodisponibilidad,
evitando los inconvenientes asociados a las formulaciones de uso comdn.

Los colirios basados en sistemas coloidales del tipo micro/nano emulsiones aceite en
agua, ofrecen excelentes propiedades farmacéuticas y biofarmacéuticas, resultando
ventajosos particularmente en lo referente a su disminuida viscosidad, alta capacidad
portadora de principios activos, biocompatibilidad y simplicidad de obtencion.
Asimismo, estas formulas, han demostrado liberacion sostenida de farmacos en cérnea
y aumento de la permeabilidad pudiendo acceder a sitios profundos de la estrucura
ocular y prolongar la duracion del efecto farmacoldgico (Tekade y Tekade, 2016).

Durante la Tesis Doctoral se han disefiado microemulsiones como vehiculos
portadores de fA&rmacos antiglaucomatosos: Acetazolamida - Timolol, siendo el objetivo
principal la obtencién de sistemas capaces de favorecer un avance farmaco-terapéutico
en lo que a tratamiento tépico de Glaucoma se refiere.

De los sistemas disefiados, fue la microemulsion de citronella la que demostrd gran
potencial para vehiculizar los farmacos anteriormente mencionados.

Referido a los componentes de este sistema, cabe destacar que, el efecto bactericida
y antimicotico reportado para las esencias de origen natural (Burt, 2004; Pandey y Rai,
2003 ; Perricone et al, 2015) sumado a las potenciales propiedades conservantes (Kadri et
al, 2017) atribuibles a las microemulsiones, dio lugar al desarrollo de estudios basados
en la evaluacion del efecto inhibitorio de la férmula sobre el crecimiento de bacterias y
hongos. De este modo, se pretendid verificar la factibilidad de autoconservacion del
sistema disefiado, a los fines de evitar la incorporacion de agentes conservantes y sus
consecuentes efectos indeseables. Dentro de éstos ultimos, se incluyen ciertos
sintomas oculares (ardor, sensaciones de presencia de cuerpo extrafio y punzantes,
lagrimeo y picazén de parpados) y determinados signos clinicos (queratitis punteada
superficial, hiperemia conjuntival, blefaritis, aumento de la osmolaridad, reduccion de la

produccion de lagrimas, disfuncion del film lagrimal e hiperemia ocular) conocidos

Antonela Rita Montefuscoli



DISENO Y DESARROLLO DE MICROEMULSIONES CON APLICACIONES BIOMEDICAS
17

como mecanismos fisiopat6logicos emergentes del rol que cumplen los conservantes en

las gotas oftalmicas de uso convencional (Walsh y Jones, 2019).

Por otro lado, atendiendo a las necesidades econdmicas, de sanidad y medio
ambiente asociadas al sector productivo, tenemos que las formulaciones insecticidas
comunmente empleadas consisten en sistemas dispersos del tipo soélido-liquido
(suspensiones), liquido-liquido (emulsiones) y mezclas de estos (suspo-emulsiones).

Durante las Ultimas décadas estas formulas, fueron mayoritariamente preparadas
por procedimientos de simple prueba y error lo que se traduce en una falta de
prediccion de la estabilidad fisica del producto a largo plazo (Tadros, 2005).

La nanotecnologia posibilitaria el disefio de formulaciones que, ademés de mejorar la
actividad del insecticida incorporado, serian capaces de mantenerse estables en el
tiempo representando esto un avance respecto de los productos tradicionalmente
empleados (Tadros, 2005).

El potencial aumento de la efectividad evidenciado en dispersiones nanométricas,
permitié evaluar la posibilidad de disefiar nuevos productos insecticidas basados en

compuestos fitoquimicos (aceites esenciales y sus componentes individuales).

La nanoformulacion de estos compuestos, posibilitaria con dosis significativamente
menores alcanzar un efecto insecticida que igualaria o superaria en actividad a la del
compuesto sin formular e incluso mejoraria el efecto de la misma férmula a mayor
escala. De este modo, se podria evitar el empleo de grandes dosis de insecticida lo
que se traduciria en beneficios econémicos (Tadros, 2005). Sumado a ello, la utilizacion
de compuestos fitoquimicos asi como las propiedades de biocompatibilidad y
biodegradabilidad de los adyuvantes presentes en las formulas disefiadas, ofreceria

grandes ventajas a nivel sanitario y medioambiente.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES

Las microemulsiones son dispersiones de dos liquidos inmiscibles formadas con
moléculas surfactantes. En general, uno de los liquidos es agua (eventualmente puede
contener sales). El otro liquido presenta caracter apolar y es cominmente denominado
aceite, alin cuando quimica y estructuralmente no lo sea (Lima et al, 2018).

Al igual que las emulsiones, las microemulsiones frecuentemente contienen gotas de
uno de los componentes (agua-aceite) rodeadas por una capa de anfifilo y dispersas en
el otro. Asi, se obtienen microemulsiones o/w (nanogotas de aceite dispersas en agua) o
microemulsiones w/o (nanogotas de agua dispersas en aceite) (Lawrence y Rees, 2000).

Las microemulsiones se muestran como una simple solucion liquida, dpticamente
isotropica y termodinamicamente estable. Presentan interés cientifico para el
farmacéutico, debido a la capacidad de incorporar una amplia variedad de moléculas
activas de alto impacto sanitario, logrando mejoras en la biodisponibilidad y
especificidad. Ademas, poseen otras cualidades ventajosas tales como la facilidad de
preparacion, reducida viscosidad y gran estabilidad (Juskaité, Ramanauskiené y Briedis,

2015; Lawrence y Rees, 2000; Tekade y Tekade, 2016).

En este apartado, se da una perspectiva sobre la formacién, clasificacion,
reconocimiento, aplicacion y potenciales ventajas y desventajas de las microemulsiones

y sistemas afines como formulaciones portadoras de fa&rmacos.
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SURFACTANTES

Para comprender la formacidn de las microemulsiones, resulta necesario conocer un
poco més acerca de las moléculas anfifilicas (surfactantes).

Los surfactantes estdn compuestos por una porcion

. . CABEZA HIDROFILICA
escasamente soluble en agua (cola hidrofobica) que
generalmente consiste en una cadena lineal o ramificada
de hidrocarburos y por un grupo polar excesivamente
soluble en ella (cabeza hidrorfilica) que puede ser no
i6nico, iGnico o zwitterionico, acompafiado de contraiones COLA HIDROFOBICA
en los ultimos dos casos, véase Figura 1.1. FIGURA 1.1: MOLECULA DE

SURFACTANTE

Las moléculas de surfactantes se conocen como anfifilos
(del griego amphi, en ambas partes; philo: amistoso). También se las denomina
tensioactivos, pues en solucion acuosa muestran cierta tendencia a segregarse hacia la
superficie del liquido (con las porciones alifaticas dirigidas hacia afuera del agua) siendo
capaces de abatir notablemente la tension superficial bajo estas circunstancias (Tadros,

2014).

ACTIVIDAD SUPERFICIAL DE LOS SURFACTANTES

Debido a la naturaleza anfifilica, las moléculas de surfactante experimentan
condiciones subdptimas al disolverse en solucion acuosa. Sila cadena hidrocarbonada
es larga, el surfactante no se solubiliza en agua. Sin embargo, para moléculas de menor
tamanio, el anfifilo es soluble en dicho solvente.

No obstante, la interaccion entre la porcion hidréfoba-agua resulta energéticamente
menos favorable que la interaccion porcion hidrofila-agua. De este modo, la reduccion
del contacto entre la cadena lipofila-agua, se presenta como una alternativa del sistema
para reducir su energia libre.

Consecuentemente, al disolver una pequefia cantidad de anfifilo en agua, este se
deposita en la superficie, formando una capa que se interpone entre el aire y el liquido

(Malmsten,2002), vease Figura 1.2.
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AIRE COLA HIDROFOBICA

CABEZA POLAR

.

FIGURA 1.2: DISOLUCION DE MOLECULAS DE TENSIOACTIVOS EN AGUA.

La Figura 1.3 que se presenta a continuacion, indica la variacion de la tension
superficial en funcion de la concentracion de surfactante.

A partir del valor de tension superficial que corresponde al agua pura (72 mN/m), se
observa una disminucién con el aumento de la concentracion de surfactante. Por lo
general, los tensioactivos efectivos reducen la tension superficial entre el agua y el aire

de 72 a 35 mN /m (Soberdn-Chavez y Raina, 2011).

MONOMEROS DEL

ESTRUCTURA

/

(1) (1) (m)

MICELAR

TENSION SUPERFICIAL

C M C CONCENTRACION DEL
SURFACTANTE
_______________________________________ -l

| FIGURA 1.3: TENSION SUPERFICIAL VS CONCENTRACION DE SURFACTANTE EN AGUA. |

En la primera zona (1), la gran mayoria de las moléculas de surfactante se adsorben a
la superficie agua-aire y la concentracion superficial crece rapidamente. A partir de
cierto valor, la superficie esta ocupada por una capa monomolecular de surfactante y la
tension interfacial decrece linealmente con el logaritmo de la concentracién de

surfactante en agua. En esta segunda zona (Il) la adicion de una mayor cantidad de
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anfifilo, da lugar a un incremento en la concentracion superficial, hasta llegar a un valor
limite (cuando ya no es posible localizar méas moléculas de tensioactivo en la superficie).
Es decir, a medida que se agregan mondmeros tensioactivos a la solucion, la tension
interfacial disminuird hasta que la concentracion de surfactante alcance un intervalo de
concentracion conocido como la concentracion micelar critica (CMC) (Soberon-Chévez y
Raina, 2011). A partir de ese momento, las moléculas de surfactante afiadidas deben
solubilizarse en la fase acuosa, lo que resulta poco favorable desde el punto de vista
energético, debido a la presencia de las porciones hidr6fobas de los tensioactivos
(Malmsten, 2002). Consecuentemente, luego de haberse alcanzado la CMC (que se
corresponde a la transicion entre las zonas Il y Ill) las interacciones hidrofébicas entre
las moléculas de surfactante se tornan suficientemente importantes respecto de las
interacciones hidrofilas surfactante/agua, como para formar espontaneamente
agregados conocidos como MICELAS (Soberon-Chévez y Raina, 2011).

Finalmente, se observa el cambio a la tercera zona (lll) en donde la tension
superficial permanece constante dado que solo la forma monomeérica contribuye a la

reduccion de dicha tensién (Rosen, 2004).

MICELAS

Pueden considerarse dos tipos de micelas:

- micelas normales o directas en donde las <
cadenas hidrocarbonadas se disponen hacia el

interior y los grupos que constituyen las <

cabezas polares hidrofilas quedan en contacto

con el medio acuoso (fase externa), véase | FIGURA 1.4: MICELA DIRECTA |
Figura 1.4. \\ { f'/J
- micelas invertidas: este tipo de estructuras se “— P
forma en medios no polares. En ella, el interior - -
T N

se encuentra constituido por las cabezas ~ N~
polares quedando las porciones hidrofébicas en rIJ > k\
contacto con el medio no polar (aceite)

(Tadros, 2014), véase Figura 1.5.

| FIGURA 1.5: MICELA INVERTIDA |
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Una propiedad interesante de ambos tipos de micelas, es la habilidad para solubilizar
especies quimicas, que de por si no son solubles en el solvente puro. De este modo, es
posible incorporar aceites y grasas en solventes acuosos, alojandose estos materiales en
el interior de las micelas directas. De igual forma, compuestos polares pueden

solubilizarse en aceite mediante el empleo de micelas invertidas (Zana, 2005).

OTROS SISTEMAS FORMADOS POR LOS SURFACTANTES

Tras la incorporacion de surfactantes a mezclas inmiscibles de aceite y agua, las
moléculas de anfifilo pueden localizarse en la interfase (resultando esto favorable desde
el punto de vista termodindmico) dando lugar a la aparicién de un gran nimero de
fases observables a nivel micro y macroscopico. Un ejemplo de un posible arreglo a
nivel macroscopico es la microemulsién 6pticamente isotrdpica.

Una gran variedad de las estructuras asociadas que los surfactantes pueden formar,
en presencia de aceite y agua, presentan potencial uso a nivel farmacéutico (Lawrence y
Rees, 2000).

Algunos de los sistemas coloidales ampliamente examinados como portadores de
farmacos son: las micelas, las emulsiones (también conocidas como macroemulsiones),

las nanoemulsiones y las microemulsiones (Simonazzi et al, 2018).

Durante la Tesis Doctoral se ha trabajado particularmente en el disefio de
microemulsiones como vehiculo para la administracion de principios activos. En esta
seccion, haremos hincapié en la descripcion de este sistema, estableciendo
comparaciones con macroemulsiones (emulsiones) y otras formulaciones coloidales
(nanoemulsiones y micelas), a los fines de comprender el motivo de la eleccion de las

microemulsiones como sistemas portadores de farmacos.
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MICELAS

Las micelas normales, son Opticamente isotrdpicas y termodindmicamente estables,
consisten en dispersiones acuosas de surfactantes. No toleran elevadas
concentraciones de solvente apolar (como los alcanos) debido a su limitada capacidad
para solubilizar aceites, ni permiten incorporar grandes cantidades de compuestos
lipofilos debido al reducido entorno hidrofébico que forman (Bagwe et al, 2001; Lu y
Park, 2013), véase Figura 1.6.

EMULSIONES

Las emulsiones son coloides metaestables, 6pticamente turbias, con tamafio de gota
entre 0,5 - 5 um. Debido a este gran tamafio particular, al cabo de un tiempo ocurre
separacion de fases (agua-aceite). No se forman espontaneamente, presentan
inestabilidad termodinamica.

Como consecuencia de la gran cantidad de aceite solubilizado (1-30%) en una
emulsién o/w, una elevada concentracion de farmaco hidrofobo puede dispersarse en

la fase acuosa (Bagwe et al, 2001; Lu y Gao, 2010), véase Figura 1.6.

NANOEMULSIONES

Se las conoce también como emulsiones submicrométricas. Estan compuestas por
dos fases inmiscibles (aceite-agua) y surfactantes. Una de las fases se dispersa en la otra
formando gotas de tamaiio reducido (<100 nm). Estos sistemas, deben distinguirse de

las microemulsiones por ser termodindmicamente inestables (Mc Clements, 2012).

MICROEMULSIONES

Bajo determinadas condiciones, las gotas de aceite de una emulsion pueden volverse
lo suficientemente pequefias y no refractar la radiacion, formandose entonces una
dispersion transparente. Esta dispersion se conoce como microemulsion.

Las microemulsiones son transparentes debido al reducido tamafio de sus gotas
(<100 nm). Asimismo, se trata de sistemas termodindmicamente estables que se

forman espontaneamente a ciertas concentraciones de aceite, agua y surfactantes

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO I: DISENO DE MICROEMULSIONES
27

(Ruckenstein, 1993). Comparten propiedades con las emulsiones, ya que presentan alta
capacidad portadora de farmacos y se asemejan a las micelas dado que se forman
espontaneamente y son termodinamicamente estables, no exhibiendo problemas de
separacion de fases (Narang, Delmarre y Gao, 2007).

Sin embargo, a diferencia de los sistemas micelares y como ventaja respecto de
éstos, las microemulsiones poseen mayor capacidad portadora de farmacos y no se
rompen facilmente tras la dilucion, lo que evita la liberacion repentina del farmaco y/o
su precipitacion. Es decir, la estabilidad de la micela a diferencia de la microemulsion,
se ve comprometida cuando por efecto de la dilucion se alcanzan concentraciones

inferiores a la CMC (Lu et a,1 2018; Manoharan et al, 2010), véase Figura 1.6.

MICROEMULSIONES, MACROEMULSIONES Y SISTEMAS MICELARES:
CARACTERISTICAS

MACRO-EMULSION O ) |
EMULSION CONVENCIONAL MICROEMULSION MICELAS |

ASPECTO LECHOSO Y OPACO ASPECTO TRANSPARENTE O TRASLUCIDO
TAMARIO PARTICULAR: 20 - 200 nm
FORMACION: ESPONTANEA

ESTABILIDAD TERMODINAMICA: ESTABLE FORMACION: ESPONTANEA

ASPECTO TRANSPARENTE
TAMARIO PARTICULAR: > 500 nm

FORMACION: AGITACION Y/O CALOR
ESTABILIDAD TERMODINAMICA: INESTABLE

<

FASE HIDROFOBICA

< SURFACTANTE

SURFACTANTE: FORMA EL FILM INTERFACIAL

TAMARNO PARTICULAR 10-80 nm

PRESENTJA COSURFACTANTE EN UNA Al -
RELACION ES}EEC’;HCA CONEL - ESTABILIDAD TERMODINAMICA: ESTABLE

SURFACTANT!

FASE HIDROFILA

L

FASE HIDROFILA FASE HIDROFILA
</-//\"

oY
\ COSURFACTANTE

FASE HIDROFOBICA

< SURFACTANTE

SURFACTANTE: (CABEZA POLAR O COLA HIDROFOBICA,

SURFACTANTE FORMAN EL INTERIOR DE LA MICELA.

CCONCENTRACION DE SURFACTANTE ALTA: 10 - 80% CONCENTRACION DE SURFACTANTE BAJA
CONCENTRACION SR CONCENTRACIoN DECosTRmaAITE= _
(

BAA VisCoRIDAD ENIAASS
BAJA VISCOSIDAD
ALTA CAPACIDAD PARA SOLUBILIZAR EL FARMACO e e )
TAMANO DE GOTA REDUCIDO
i S FACIL PREPARACION
FACIL PREPARACION VIDA MEDIA: LARGA
VIDA MEDIA: LARGA :

DISMINUIDA CANTIDAD bESURFALTANTE
ALTA CAPACIDAD PARA SOLUBILIZAR EL FARMACO

DESVENTAJAS
ALTA VISCOSIDAD DESVENTAJAS DESVENTAJAS
INESTABILIDAD ALTA CONCENTRACION DE SURFACTANTES BAJA CAPACIDAD PARA SOLUBILIZAR EL FARMACO
VIDA MEDIA: CORTA TOXICIDAD POTENCIAL DEL SURFACTANTE TOXICIDAD POTENCIAL DEL SURFACTANTE
GOTAS DE GRAN TAMARNO

S |
: FIGURA 1.6: EMULSIONES, MICROEMULSIONES Y MICELAS - CARACTERISTICAS COMPARATIVAS I
I (Huang, Dong y Karki, 2018; Lu y Gao, 2010; Wang y Zang, 2013). |
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TERMINOLOGIA Y DEFINICION DE LAS MICROEMULSIONES

Hoar y Schulman reportaron en 1943 la definicion de microemulsion asociando este
término a sistemas transparentes, que se obtenian tras la titulacion de una emulsion
aceite en agua con un alcohol de cadena media (hexanol). A partir de este hallazgo,
dicha terminologia comenzd a emplearse para sistemas que contuvieran: una fase no
polar, una fase acuosa, un surfactante y un cosurfactante.

Si bien el cosurfactante suele estar presente en la mayoria de las microemulsiones,
estos sistemas pueden también obtenerse empleando solo surfactantes.

Resulta importante sefialar que el término microemulsion era (y en ocasiones es)
utilizado en la literatura para describir varios sistemas cristalinos liquidos (laminares,
hexagonales y cubicos), sistemas de surfactantes (micelas directas y micelas inversas) y
emulsiones micronizadas utilizando energia externa (emulsiones submicrométricas).

Con el objeto de evitar esta confusion, Danielsson y Lindmann propusieron la
siguiente definicion: "solucion liquida termodinamicamente estable, basada en un
sistema de agua, aceite y anfifilo, Opticamente isotropico.” Dado este concepto

quedarian excluidos de la definicion los siguientes sistemas:

» Las soluciones acuosas de tensioactivos (micelas y sistemas no micelares)
« Fases cristalinas liquidas (mesofases)
= Emulsiones, incluyendo emulsiones micronizadas

« Los sistemas libres de surfactante (Alany y Wen, 2008).

PRINCIPIOS BASICOS DE LA FORMACION DE MICROEMULSIONES

TEORIA TERMODINAMICA

Las microemulsiones, a diferencia de las emulsiones, se forman espontaneamente,
son sistemas termodindmicamente estables lo que implica que tienen AG (<0).
Ruckenstein y Chi en 1977 definieron el cambio en la Energia Libre de Gibbs para una

microemulsion a partir de la contribucion de 3 variaciones en la Energia Libre de Gibbs.
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AG;i- Incluye término positivo consecuencia de la carga de la interfase y un término
negativo debido la formacion de una doble capa eléctrica.

AG,- es la energia libre de interaccion entre las gotas, comprende un término negativo
asociado a interacciones Van der Walls y un término positivo debido a interacciones
repulsivas entre las doble capa.

AG3= determinado por la entropia del sistema debido a la dispersién de las gotas de la
microemulsion en la fase continua (Wang y Zhang, 2013).

La competencia entre estos términos contribuye a los cambios de Energia Libre del
sitema. Cuando AG es negativo ocurre formacion espontanea de las microemulsiones;
cuando es positivo puede tener lugar la formacion de emulsiones, que aunque sean
termodindmicamente inestables pueden ser cinéticamente estables (Mehta y Kaur,

2011; Ruckenstein, 1993).

p |
ENERGIA LIBRE DE GIBBS (AG) DE |
FORMACION DE |
MICROEMULSIONES EN FUNCION |
|

|

|

|

DEL TAMARNO PARTICULAR (R)
(Wang y Zhang, 2013)

En la Figura 1.7 se muestra el AG en funcion del radio de la gota (R). Las curvas Ay B
corresponden a emulsiones inestables ya que el minimo de energia libre del sistema
ocurre a R infinito y se obtiene tras la separacion de fases.

No obstante, la curva B representa sistemas cinéticamente estables dado que, como
se observa en el gréfico, previo a la separacion de fases debe superarse una barrera
energética.

La curva C muestra una microemulsién con el tamafio de nanogota mas estable (R*),
que puede formarse a AG minimo negativo. Las microemulsiones estables se forman

cuando la tensién interfacial es menor a 2x102 mN/m (Wang y Zhang, 2013).
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Desde un punto de vista termodindmico mas simple, la Energia libre de Gibbs
asociada a la formacién de microemulsiones estara determinada por un balance entre
el incremento del area (AA), la disminucion de la tension interfacial aceite/agua debido
a la presencia de surfactantes (y) y la reduccion de energia atribuible al aumento de la

entropia (AS) (Grassi et al, 2007).

AG= Energia libre de Gibss  yAA=Energia Interfacial

y: Tension de la interfase aceite/agua

AA: El cambio en el area interfacial tras la microemulsificacion

AS= Entropia, cambio en la entropia debido a la dispersion de la fase interna (Tadros,
2005).

El proceso de formacion de las microemulsiones estaria acompafiado por una
contribucion entrdpica positiva (AS) debido a la mezcla de las dos fases inmiscibles, al
movimiento de las moléculas de surfactante hacia la interfase y al intercambio
mondmero de surfactante-micela. De este modo, tras la dispersion el niUmero de gotas
aumenta y el cambio en la entropia resulta positivo.

En las macroemulsiones yAA >> - T ASy AG > 0. Se trata de sistemas no
espontaneos, que requieren de aporte energético para la formacién de las gotas de la
emulsion siendo termodinamicamente inestables.

En las microemulsiones yAA < - T ASy AG < 0. El sistema se forma espontdneamente
y es termodindmicamente estable (Tadros, 2005). En este tipo de formulaciones, el
surfactante logra reducir la tension interfacial a valores suficientemente bajos de forma
tal que la que la energia interfacial positiva (determinada por yAA, donde A es el area
interfacial) resulta compensada por la energia libre negativa debido a la mezcla de los
componentes (-TAS).

Para la obtencion de valores de tensidn interfacial muy bajos, capaces de promover la
formacion de microemulsiones, suele ser necesario incluir en la formula un segundo
anfifilo (el cosurfactante, por ejemplo: un alcohol de cadena corta). Este compuesto se

incorporard al film interfacial que rodea a las gotas (Attwood y Florence, 2008).
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TEORIA DE LOS FILMS MIXTOS

El film (constituido por moléculas de surfactante y co-surfactantes) se considera
como una tercera fase liquida “bidimensional” en equilibrio con las fases agua-aceite.

Esta monocapa puede comportarse como un doble film, capaz de aportar diferentes
propiedades a las superficies que se encuentran en contacto con el agua y aceite.

El film tendra tensiones variables dependiendo de la regién de contacto (agua o
aceite). Esto se debe a diferencias de empaquetamiento de los grupos hidréfobos e
hidrofilos (los que son desiguales en tamafio y &reas de seccion transversal).

Resulta conveniente definir a la tension superficial bidimensional de la siguiente

forma:

Donde Zo es la tension interfacial en ausencia de surfactante y X es la tension
interfacial una vez adsorbido el surfactante a la interfase.

Podrian definirse dos valores de tension: tension de la region del film-fase acuosa my
y la tension del film-fase oleosa mo, las cuales son diferentes.

Como resultado de la diferencia de tensiones, la delgada pelicula se curvard hasta
igualar las tensiones a ambos lados (o = ry). Si me> 1y, €l rea del film en contacto con
la fase oleosa debera expandirse hasta igualar las tensiones (ro=my) resultando en una
reduccion de rp, dando lugar a la formacion de una microemulsion w/o.

Sin embargo, si > 1o, la regién en contacto con el agua es la que debe expandirse
hasta igualar las tensiones. En este caso se obtiene, por tanto, una microemulsion o/w,

véase Figura 1.8 (Tadros, 2005).

SURF,’AI;‘TANTE 0> ™
0 ACEITE MEW/0
o
ST, To=Tiw
™ AGUA
COSURFACTANTE
To % Tw
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La teoria del film, puede explicar la naturaleza de la microemulsion: la tension
superficial a cada lado de la interfase depende de las porciones hidréfobas e hidrofilas
de las moléculas de surfactantes. Si los grupos hidréfobos son més voluminosos que los
hidrofilos, los primeros tenderan a agruparse promoviendo una tension superficial mas
alta en la regidn del aceite. Esto resulta en una expansion de la fase oleosa que da lugar
a la formacion de una microemulsién w/o. En cambio, si los grupos hidréfilos son més

voluminosos se forman microemulsiones o/w (Wang y Zhang, 2013).

TEORIA DE LA SOLUBILIZACION

Esta teoria considera a las microemulsiones como sistemas micelares hinchados en
donde el aceite o el agua se incorporan a la estructura de la micela directa o inversa
formando sistemas monofésicos termodinamicamente estables (Shinoda y Kuneida,
1973).

Existen varias teorias respecto de la formacion de las microemulsiones, sin embargo,
aquella que incluye conceptos relacionados con la reduccion de la energia libre
interfacial hasta valores minimos, es la de mayor importancia (Shinoda y Kuneida 1973,

Shinoda y Lindman 1987).

MICROEMULSIONES — CLASIFICACION:

Existen diferentes tipos de microemulsiones:

- Microemulsiones o/w: nanogotas de aceite dispersas en agua. En este tipo de
sistemas la fraccion del volumen de aceite es baja.

- Microemulsiones w/o: nanogotas de agua en aceite, en donde la fraccion del
volumen de agua es baja.

- Microemulsiones bicontinuas: las cantidades de agua y aceite son similares. En este
caso particular, ambos, el aceite y el agua existen como una fase continua en
presencia de una interfase que fluctla constantemente y es estabilizada por el
surfactante con una curvatura final de cero (Nagarajan y Ruckenstein, 2000), véase

Figuras 1.9y 1.10.
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MICROEMULSION O/W MICROEMULSION BICONTINUA (BC) MICROEMULSION W/0

FIGURA 1.9: EN EL SIGUIENTE ESQUEMA SE REPRESENTA A UNA MICROEMULSION O/W (IZQUIERDA),
I MICROEMULSION BICONTINUA (ESTRUCTURA INTERMEDIA) Y MICROEMULSION W/O (DERECHA).

FIGURA 1.10: MICROEMULSION
BICONTINUA

En funcion de la formulacion, estos sistemas agua - aceite - surfactante presentan, al
equilibrio, una o varias fases, clasificandose segln lo detallado a continuacion, véase
Figura 1.11:

Winsor I: dos fases, la inferior consiste en una microemulsién (o/w) en equilibrio con
un exceso de fase oleosa (region superior).

Winsor II: dos fases, la superior consiste en una microemulsion w/o que se encuentra
en equilibrio con un exceso de fase acuosa (regién inferior).

Winsor IlI: tres fases, una microemulsién en equilibrio a la vez con un exceso de fase
oleosa (region superior) y un exceso de fase acuosa (regién inferior) quedando situada
la microemulsién bicontinua en la region central.

Winsor IV: una Unica fase en donde aceite, surfactantes y agua se mezclan de modo
homogéneo también conocida como microemulsion discreta (Du, Lucia y Ghiladi, 2016;

Misra et al 2011), vease Figura 1.11.
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TIPO | TIPO IV
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FIGURA 1.11: CLASIFICACION DE LAS MICROEMULSIONES: WINSOR I, WINSOR I,
WINSOR I, WINSOR IV.

DISENO DE MICROEMULSIONES DE APLICACION FARMACEUTICA - SELECCION DE LOS
COMPONENTES

La formulacion de microemulsiones, incluye la combinacion de 3 a 5 componentes:
aceite, agua, surfactantes, co-surfactante (optativo). La seleccion de estos compuestos
representa un gran desafio dado que, en su mayoria, los empleados en investigacion

suelen presentar problemas de biocompatibilidad.

SURFACTANTES/EMULGENTES

Los tensioactivos, constituyen un grupo muy numeroso. Su clasificacién se suele
realizar teniendo en cuenta las caracteristicas de la porcién polar de la molécula.

Asi, el primer grupo de surfactantes incluye aquellos cuya cabeza polar puede
ionizarse (tensioactivos ionicos) y que a su vez se clasifican en: anidnicos, catiénicos y
anféteros. El segundo gran grupo, esta conformado por aquellos cuya porcion polar no

se puede ionizar y se denominan tensioactivos no iénicos (Tadros, 2005).
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En textos del Handbook of Surfactants surge una cuarta clase, que incluye a los
tensioactivos poliméricos ampliamente utilizados para la preparacion y estabilizacion de
emulsiones y suspensiones (Porter, 1991).

Al momento de disefiar una microemulsion la seleccion de los surfactantes es critica
dado que favorecen la microemulsificacion de la fase oleosa. Lamentablemente, existe
un numero reducido de agentes emulsificantes y cosurfactantes disponibles para el
desarrollo de estos sistemas de aplicacion farmacéutica, siendo escasa la cantidad
excipientes aceptados como seguros para su uso en humanos (Porter, 1991).

Para formular microemulsiones farmacéuticamente aceptables deben emplearse
como adyuvantes componentes de grado farmacéutico, es decir, que ya se encuentren
en uso en las formulaciones farmacéuticas y que carezcan de efectos toxicos en los
seres humanos (FDA, 2001).

Los tensioactivos no iénicos y los anféteros, son los mas utilizados en este tipo de
formulas (Tenjarla, 1999). Entre la gama de tensioactivos no idnicos més empleados se
encuentran los éteres de alquilo de polioxietileno (Malcolmson et al, 1998) y sus
derivados (Tweens y Spans) aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno (Kunied et al,
1996) (Cremophor RH), aceite de ricino polioxietilénico (Cremophor El).

Los surfactantes no ionicos suelen cumplir con las propiedades de baja toxicidad y
biocompatibilidad. Entre otras ventajas, se incluyen: falta de sensibilidad a cambios en
el pH (importante si son necesarios ajustes de pH de la formulacion para favorecer la
actividad del farmaco) y ausencia de interacciones ante la presencia de electrolitos

(Delgado Charro, Otero Espinar y Blanco Méndez, 2001).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS SURFACTANTES/EMULGENTES

Los compuestos quimicos cominmente empleados como emulsificantes se pueden
dividir en tres categorias: agentes surfactantes, coloides hidréfilos y sélidos finamente
divididos, los cuales reducen la tensién interfacial y actian como barreras para la
coalescencia de las gotas al adsorberse sobre sus superficies. Dichos compuestos
contribuyen a la formacion de sistemas dispersos a partir de los mecanismos detallados

a continuacion:
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DISMINUCION DE LA TENSION INTERFACIAL — ESTABILIZACION TERMODINAMICA: la
adsorcion de surfactantes disminuye la tension interfacial entre los dos liquidos
inmiscibles. Asimismo, una reduccion de las fuerzas de atraccion entre las moléculas
que constituyen la fase dispersa disminuye la energia libre del sistema evitando la

coalescencia o separacion de fases (Jain, Ahmed y Khar, 2012).

FORMACION DE UN FILM INTERFACIAL O BARRERA MECANICA: el emulgente adsorbido
en la interfase rodea a las gotas dispersas formando films monomoleculares o
multilamelares los cuales evitan el fendmeno de coalescencia ante la aproximacién de
las mismas. La estabilidad de la emulsion dependera del film formado en la interfase, el
cual varia en estructura conforme a la clase de emulgente empleado (Jain, Ahmad y

Khar, 2012).

ESTABILIZACION ELECTROSTATICA: para que ocurra coalescencia las gotas de una
emulsion deben estar en contacto unas con otras. Este fendmeno, conocido como
floculacion, puede evitarse a través de la separacion de las mismas mediante repulsion
entre las superficies cargadas. Los surfactantes idnicos y algunos biopolimeros (coloides
hidrofilos) con actividad superficial como proteinas, polisacaridos y sus complejos,
pueden proveer estabilidad electrostatica a las emulsiones, debido al efecto repulsivo
que genera el potencial de la doble capa eléctrica presente sobre la superficie de las
gotas.

Este tipo de interacciones dependera de la concentracion de emulgente, del pH y de
la fuerza ionica de la solucién (Dickinson 1989, Dickinson 1998, Dickinson y Stainsby,
1988, Jain, Ahmad y Khar, 2012).

ESTABILIZACION ESTERICA: esto se produce por la presencia de tensioactivo y/o capas
de polimeros adsorbidos. Estas capas se extenderén desde la superficie de la particula o
gota hasta cierta distancia en la solucidn. Siempre que estos films estén fuertemente
solvatados por las moléculas del medio, producen repulsion y como resultado no se
favorece la interaccion entre las cadenas. Cuando dos particulas o gotas se aproximan a

una distancia de separacion (h) menor al doble del grosor de la capa adsorbida (2 d),
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puede producirse una superposicion y/o compresion de los films, lo que da como
resultado fuerzas de repulsion. Adicionalmente, cuando los films de surfactantes
comienzan a solaparse las cadenas pierden entropia configuracional, lo que resulta en
una repulsion adicional.

La combinacion del solapamiento y de la repulsion entrépica, generea un fuerte
efecto estérico de repulsién que contrarresta a las fuerzas de atraccion de Van der
Waals, particularmente a distancias inferiores a 2d (Tadros, 2005).

Las moléculas més eficaces para éste propdsito son los copolimeros de bloque

(tensioactivos no iénicos).

COTENSIOACTIVOS

Un aspecto importante a tener en cuenta al momento de disefiar una férmula
farmacéutica es la toxicidad del sistema portador del farmaco. En lo que respecta a las
microemulsiones, la principal preocupacion es también la toxicidad asociada al uso de
cosurfactantes.

La mayoria de estos compuestos no pueden aplicarse a nivel farmacéutico debido a
la escasa biocompatibilidad que presentan. Entre los co-surfactantes
farmacéuticamente aceptables se encuentren el etanol, alcoholes de cadena media,
mono Y diglicéridos, 1-2 alcanodioles y combinaciones sucrosa etanol. Por lo general,
los alcoholes de cadena corta y media suelen presentar problemas de toxicidad y
ofrecen desventajas para las microemulsiones que los contienen (Alany y Wen,2008).

En los sistemas basados en Surfactantes/Cosurfactante la principal limitacion es que
suelen desestabilizarse con la dilucién de la fase externa (por ejemplo: luego de una
aplicacion bioldgica: via oral, parenteral) promoviendo liberacion abrupta del farmaco
(riesgo de toxicidad) o incluso precipitacion del mismo.

Cabe destacar, que ciertos autores demostraron que es posible formular
microemulsiones o/w de aplicacion farmacéutica libres de co-surfactantes empleando

surfactantes no ionicos (Alany y Wen, 2008).
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FASE APOLAR

La seleccion de una adecuada fase apolar es muy importante principalmente porque
influencia la estabilidad de la microemulsién y en segundo lugar resulta necesaria para
solubilizar el farmaco hidr6fobo que se pretende administrar.

Los aceites de cadena corta son preferibles a los de cadena hidrocarbonada larga
puesto que penetran en las zonas mas profundas de la region hidrofoba, formada por
las cadenas hidrocarbonadas de los surfactantes, promoviendo la estabilidad del film
interfacial necesaria para la formacion de la microemulsion. En general, los aceites de
cadena mas corta (o0 de bajo peso molecular), tales como triglicéridos de cadena media
0 esteres de acidos grasos (oleato de etilo), resultan faciles de microemulsificar.

No obstante, la capacidad del aceite para solubilizar fase orgénica se incrementa con
el largo de la cadena. De este modo, la seleccion de la fase oleosa estd generalmente
determinada por el compromiso entre la habilidad para solubilizar al farmaco y la
capacidad para formar microemulsién. En algunos casos se utiliza una mezcla de varios

aceites para cumplir con ambos requisitos (Peng et al, 2011).

FASE ACUOSA
Generalmente constituida por soluciones salinas (NaCl 0,9%) o solucién de dextrosa

al 5% a los fines de cumplir con el requisito de isotonicidad y buffers (He, He y Gao,
2010).

OTROS FACTORES A TENER EN CUENTA AL MOMENTO DE PREPARAR LA
MICROEMULSION

CONCENTRACION DE SURFACTANTES

Para formar la microemulsion deben considerarse al menos 2 aspectos:
Los surfactantes deben seleccionarse cuidadosamente, de forma tal de lograr en la
interfase una tension interfacial ultra baja (<102 mN/m), lo cual es primordial para la

formacion de la microemulsion.
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La concentracion de surfactantes en las microemulsiones suele ser usualmente

elevada (30-60%) (Misra et al, 2010), 10-40% segun otros autores (Bagwe et al, 2001).

CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ACEITE

Las moléculas de aceite deben interpenetrar y asociarse con la pelicula interfacial.
Para formar microemulsiones el aceite debe ser estructuralmente semejante a los

emulgentes y de igual o menor longitud de cadena hidrocarbonada (Peng et al, 2011).

FACTORES DETERMINANTES DE MICROEMULSIONES O/W Y W/O

BHL: Griffin, en 1949, propuso un indice numérico con el que se indica el predominio
de las caracteristicas hidrdfilas o lipofilas del emulgente. Este nimero constituye el
Balance Hidrdfilo Lipdfilo del emulgente (BHL).

La escala de Griffin proporciona valores numéricos de 1 a 20, tomando como
referencia el oleato sodico puro (BHL 20) (compuesto completamente soluble en agua)
y el acido oleico puro (BHL 1) compuesto completamente insoluble en agua.

Los valores de este pardmetro tienen en cuenta la contribucion relativa de la porcion
hidréfila e hidrofoba de la molécula de surfactante (Delgado Charro, Otero Espinar y
Blanco Méndez, 2001; Porter, 1991).

El rol del surfactante en el tipo de emulsion formada, puede explicarse a partir de la
regla de Bancroft la cual establece que: la fase en la cual el surfactante es mas soluble,
constituira la fase continua de la emulsion. Los tensioactivos con valores de BHL bajos
(3-6) son lipofilos. Los que presentan valores superiores (9-12) son hidroéfilos.

Asi, generalmente se acepta que surfactantes cuyos valores de BHL rondan entre 3-6
favoreceran la formacion de microemulsiones w/o. Sin embargo, surfactantes que
presenten valores de BHL superiores, formaran preferentemente microemulsiones o/w

(Constantinides, 1995; Zheng et al, 2015).
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PARAMETRO DE EMPAQUETAMIENTO: P¢

Anteriormente se han representado las posibles microestructuras correspondientes
a las microemulsiones o/w, w/o y bicontinua. La teoria de la geometria de estos
sistemas fue introducida por Robbins. En su opinidn, para producir microemulsiones, el
tamanio de los grupos hidrofilos e hidrofobos de las moléculas de surfactantes debe
balancearse correctamente en funcion de la solucién acuosa y del aceite.

Estos grupos determinarian el tipo de microemulsién (o/w, w/o o bicontinua) a
través de su influencia en el pardmetro de empaquetamiento molecular y en la
curvatura del film. Dicho pardmetro define la curvatura espontanea de la interfase la
cual esta determinada por la disposicion geométrica y las fuerzas interfaciales del
agente tensioactivo (Wang y Zhang, 2013).

El parametro de empaquetamiento puede calcularse usando la siguiente ecuacion,

véase Figura 1.12.

V=volumen de las cadenas hidrocarbonadas por anfifilo
Ao= area 6ptima por cabeza polar
Lc=longitud de la cadena alquilica extendida

.........................................

. FIGURAL12:ELPARAMETRODE |
'EMPAQUETAMIENTO CRITICO RELACIONAEL!
' AREADELACABEZAPOLARCONLA
i LONGITUD Y EL VOLUMEN DE LA PARTE |
' HIDROFOBICA DE LAMOLECULADE !
! SURFACTANTE. :

Si la cabeza polar es més voluminosa que la porcion hidrofobica (P.<1), se formaréan

estructuras del tipo o/w. La interfase se curva en la direccion del agua.
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Las estructuras del tipo w/o se forman cuando la interfase se curve hacia el sitio
opuesto (Pc>1).

Cuando P.=1, la curvatura del film es igual a cero, pudiéndose formar estructuras
bicontinuas o cristales liquidos de acuerdo con la rigidez del film.

A continuacidn se representa la correlacion existente entre la estructura geométrica
del surfactante y la curvatura espontanea de la interfase (Wang y Zhang, 2013), véase

Figura 1.13.

Curvatura negative
Microemulsian W/0
P>1
Micelas soliubles en aceite
| FIGURA 1.13: RELACION ENTRELOS Curvatiiro caro
i CAMBIOSEN LOS VALORES DEL P; DE
' P=1

ELAS ESTRUCTURAS DE LOS AGREGADOS
! FORMADOS.

Microemuisién Bicontinua

Curvatura normal o positiva
Microemulsién O/W

P<1

Micelas solubles en agua

i
|
I
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[
I
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I
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I

y
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| LAS MOLECULAS DE SURFACTANTE Y ! :
I
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PREPARACION DE LAS MICROEMULSIONES

Las microemulsiones son termodinamicamente estables, por lo tanto pueden
obtenerse tras la simple combinacién de sus componentes, aceite, agua, surfactante y
cosurfactante bajo condiciones de agitacion moderada.

En general, la fase dispersa se mezcla junto a los tensioactivos y se afiade
progresivamente la fase continua. La solucion en primera instancia se observa trasltcida

pero a los pocos minutos adquiere la claridad éptica caracteristica.
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Los surfactantes no ionicos deben disolverse primero en agua. De todos modos, el
orden de mezcla de los componentes no se considera como factor critico dado que
estos sistemas presentan formacién espontanea (Rosano, Cavello y Lyons, 1987).

Para la obtencion de las microemulsiones sélo se requiere un equipamiento basico
que facilite la dosificacién de la fase continua y la agitacion de los compontes de la

mezcla tras la titulacion (Ghosh, 2006).

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS MICROEMULSIONES
ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE FASES

Previo a la utilizacion de una microemulsién como vehiculo portador de farmacos,
debe establecerse el comportamiento de fases de la combinacion de los componentes.
Esto resulta necesario dado la amplia variedad de estructuras (emulsiones, cristales
liguidos, vesiculas, microemulsiones y demas sistemas coloidales) que pueden
obtenerse tras la mezcla de aceite, agua, anfifilo.

Uno de los métodos més apropiados para estudiar el comportamiento de fases de
estos sistemas, consiste en la construccion de un diagrama de fases ternario empleando
el triangulo de Gibbs, en el cual cada vértice del diagrama representa el 100% de cada

componente en particular (Alany y Wen, 2008), véase Figura 1.14.

|

| TERNARIO DE SISTEMAS — ACEITE — SURFACTANTE —
AGUA. UNA MICROEMULSION O/W SE FORMA

CUANDO LA CONCENTRACION DE ACEITE ES BAJA,

Surfactante

100, 0

|
|

|

: UNA MICROEMULSION W/O SE FORMA CUANDO LA 2.

: MICROEMULSION BICONTINUA SE FORMA CUANDO ,}"‘9 " ?’%

: LA CONCENTRACION DE ACEITE Y AGUA SOIN f\ YAVAVAVAVAVAV - i %
: IGUALES. DEPENDIENDO DE LA CONCENTRACION DE & A AT ATATATAYAY

|
|
|
|
|
|
|
|
CONCENTRACION DE AGUAES BAJAY UNA :
|
|
|
|
|
|
|
|

” P AVAVAYATAY

| LOS COMPONENTES Y DE OTRAS CARACTERISTICAS, #v%vevévevgvevevv %
|

:UNAGRANVARIEDAD DE ESTRUCTURASINTERNASl Aotlts e o e o e s o a e Aguo
| PUEDEN FORMARSE ADEMAS DE LOS SISTEMAS DEL |

|
| TIPO MICROEMULSIONES (Alanyy Wen, 2008). |

Incremento aceite

Para combinaciones de cuatro o més componentes, se utilizan diagramas de fases

pseudoternarios en donde tipicamente uno de los vértices representa una mezcla
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binaria de 2 componentes tales como (surfactante/co-surfactante; aceite/farmaco o
agua/farmaco). El nimero de fases presentes para una mezcla particular puede ser
evaluado visualmente.

Las caracteristicas microestructurales deben, ademas, ser investigadas con la ayuda

de més de una técnica apropiada (Alany y Wen, 2008).

El diagrama de fases pseudoternario puede ser construido de 2 formas:
1) titulando una mezcla de dos componentes con un tercero.

2) preparando un gran nimero de muestras de diferente composicion.

Cualquiera de los dos métodos resulta Gtil para muestras que alcanzan rapidamente
el equilibrio. No obstante, en el método de titulacion, el cambio en la proporcion de los
componentes ocurre velozmente y no da tiempo suficiente para reconocer visualmente
los cambios de fase. Consecuentemente, la segunda opcion es la recomendada si se
trata de sistemas que no logran alcanzar rapidamente el equilibrio (Alany y Wen, 2008).

Dadas las caracteristicas de los sistemas obtenidos, los diagramas de fases se han
realizado conforme al método de titulacién. Asimismo, como son mas de cuatro los
componentes estudiados, se emplearon diagramas de fase pseudoternarios, donde
tipicamente uno de los vértices, se corresponde con una mezcla ternaria de
componentes (Sinko y Singh, 2011).

Los diagramas, se han construido manteniendo constante la relacion de los
surfactantes y variando los otros dos componentes. Para simplificar, se han graficado
“lineas de dilucion” que representan un incremento en el contenido de agua y una
disminucion en los niveles de los otros componentes.

Las lineas se han dibujado desde el vértice correspondiente a 100% de la mezcla de
surfactantes hasta el extremo opuesto (100% de aceite). Cada linea fue arbitrariamente
denotada con el valor correspondiente a su interseccion con la escala del aceite. De
este modo, se graficaron lineas (20:80; 30:70; 40:60 etc).

Las muestras que presentaron turbidez seguida de separacion de fases, fueron
consideradas como bifasicas. Las muestras claras y transparentes (que mostraron
valores minimos de turbidez) se apartaron como monofésicas a fin de ser

posteriormente analizadas por microscopia electronica de luz polarizada.
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Las muestras del tipo microemulsion, fueron graficadas como puntos en el diagrama
y el area cubierta por esos puntos se delimitd6 como “Region de Existencia de

Microemulsiones”.

RECONOCIMIENTO DE LAS MICROEMULSIONES

PROPIEDADES OPTICAS

Las particulas que son grandes comparadas con la longitud de onda de la luz (A), la
reflejan y refractan, mientras que las que presentan menor tamano, la dispersan en
todas las direcciones, polarizada en un plano.

Con luz visible (A entre 400 y 700 nm) las particulas grandes se ven blanco mate,
mientras que las pequefias aparecen azules a la luz reflejada y rojo naranja a la luz
transmitida, comportamiento conocido como Dispersion Tyndall.

Asi, las emulsiones (tamafio particular superior a 500 nm), no poseen efecto Tyndall
y se visualizan de color blanco mate, presentando aspecto lechoso. Sin embargo, las
microemulsiones que no son transparentes, exhiben una fuerte dispersion Tyndall que
puede observarse a simple vista. De este modo, si se coloca la muestra en un tubo de
ensayo y se la expone a una fuente luminosa fuerte (preferentemente el sol) podra
estimarse el tamafio particular atendiendo al comportamiento a la luz reflejada y
transmitida, segin se detalla a continuacion (Fletcher y Morris, 1995; Rao y Mc.
Clemments, 2011; Sinko y Singh, 2011):

COLOR DEL Luz Luz TAMANO
SISTEMA REFLEJADA TRANSMITIDA PARTICULAR

BLANCO AZUL _
A GRIS CLARO ROJO CLARO  100-300NM

GRIS O AZUL

TRASLUCIDO INTENSO ROJO INTENSO 10-140 NM

CLARO - NO REFLEJA NO TRANSMITE
TRANSPARENTE COLOR COLOR
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MICROSCOPIA

Cuando una mezcla de aceite, agua y surfactantes, se examina bajo luz polarizada, las
texturas que se observan dependeran de la naturaleza de los agregados formados y de
la proporcion relativa de los constituyentes.

Los sistemas que presentan anisotropia, mostraran una fuerte birrefringencia y
texturas particulares, que podran visualizarse utilizando un microscopio de luz
polarizada. En contraste, los materiales 6pticamente isotrépicos (las microemulsiones)
no muestran birrefringencia, no interfieren con la luz polarizada y, a diferencia de lo
que ocurre ante la presencia de otros sistemas, el campo visual permanece oscuro.
Esta técnica permite, por lo tanto, diferenciar a los cristales liquidos y otros tipos de
estructuras que a simple vista podrian llegar a confundirse con las microemulsiones.
Consecuentemente resulta imprescindible, complementar las observaciones
macroscopicas (apariencia visual) con la microscopia 6ptica de luz polarizada (Alany y

Wen, 2008).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las microemulsiones pueden ser caracterizadas mediante técnicas de microscopia
electronica. La microscopia electronica se utiliza para el estudio de las microestructuras.

Los sistemas, podrén observarse luego de tratamientos quimicos o térmicos. Se ha
reportado que la observacion directa de la microemulsion (secada al aire) sobre una
grilla, funciona como herramienta Util para el anélisis de la microestructura y tamafio de
la fase interna.

La microscopia electrdnica de crio-fractura, se emplea también para el estudio de la
estructura de las microemulsiones. El congelamiento extremadamente répido de la
muestra permite mantener la estructura minimizando modificaciones y alteraciones del
sistema. De este modo, a diferencia de los inconvenientes generados por la técnica
anterior, lo que se visualiza siempre es representativo de la microestructura real del

sistema (Grassi et al, 2007).
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ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

El criterio real de identificacion de una microemulsion no es el tamafio de las
particulas sino su estabilidad. Las técnicas para determinar el comportamiento de las
particulas pequefias en un campo gravitacional, su velocidad de sedimentacion,
proveen una identificacion rapida de la microemulsion.

La estabilidad de estos sistemas se determina mediante estudios de estabilidad
acelerada y a largo plazo. En estos Gltimos ensayos, la microemulsién se almacena a
temperatura ambiente y a temperatura de refrigeracion. Durante ese periodo de
tiempo los sistemas se evallan en cuanto al tamafio de la fase dispersa, viscosidad, pH,
y conductividad (Nornoo y Chow, 2008).

Los ensayos de estabilidad acelerada constituyen herramientas esenciales para el
estudio de la estabilidad termodindmica de las microemulsiones. Esto puede realizarse
mediante  centrifugacion, ciclos de calentamiento/enfriamiento, ciclos de
congelamiento/descongelamiento. En lo que respecta a la centrifugacion, el sistema
estaria sujeto a centrifugacién a 822 g durante 30 min, observandose si hay o no
separacion de fases (Shakeel et al, 2007).

Los ciclos de calentamiento/enfriamiento consisten en almacenar al sistema a
temperaturas de 4 y 45 °C, durante un periodo de tiempo no inferior a 48 h por ciclo.

Los ciclos de congelamiento/descongelamiento de la microemulsion, pueden

realizarse entre -21 °Cy 25°C o entre 5°C y 10°C (Shakeel et al, 2007).

DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS)

Es también conocida como Espectroscopia de correlacion fotonica (PCS) y analiza las
fluctuaciones en la intensidad de dispersion de la radiacion debido al movimiento
Browniano de las gotas. Se emplea para la determinacion del tamafio particular (Lu y
Gao, 2010).

DLS también puede ser usado para la medicion del indice de polidispersion (PDI) que
es una medida de la desviacion estandar del tamafio particular promedio.

Valores de PDI entre 0,1 y 0,25 indican una distribucion de tamafio pequefia (sistemas
monodispersos); valores superiores a 0,5 son indicadores de una amplia distribucion

(Patel et al, 2009).
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El PDI, constituye otro factor capaz de influenciar la forma, estabilidad y
performance de un sistema nanométrico. Asi, los sistemas monodispersos son
preferibles para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos

(Mandal et al, 2017).
ESTUDIOS DE CONDUCTIVIDAD

Las mediciones de conductividad proveen informacion acerca de la estructura y
comportamiento de la microemulsidn. La técnica se usa por lo general, para determinar
la naturaleza de la fase continua (Kahlweit et al, 1987).

La conductividad eléctrica de las microemulsiones, emulsiones y cristales liquidos
puede exhibir valores maximos o minimos en funcion de la relacién aceite/agua, lo que
refleja cambios en la movilidad de los iones como consecuencia de la viscosidad del
medio (Shah y Hamlin, 1971).

Las microemulsiones o/w arrojan valores elevados de conductividad (lo que
determina que la fase externa es acuosa) mientras que, las microemulsiones w/o, como
consecuencia de la naturaleza oleosa de la fase continua, muestran valores bajos de
conductividad (Grassi et al, 2007).

Una caracteristica particular de los sistemas o/w es el marcado aumento de la
conductividad eléctrica a medida que aumenta la concentracion de agua (Alany et al,
2009). Este cambio repentino se ha atribuido a la percolacion de las gotas de fase
interna en el aceite (fase externa) (Lagourett et al, 1979).

De este modo, la conductividad se mantiene baja hasta cierta fraccion de volumen
de agua (debido a la naturaleza no conductora de la fase continua del sistema w/0). Sin
embargo, tras la adicion de una mayor cantidad de agua, el volumen de la fase interna
alcanza e incluso excede el umbral de percolacion (¢p). Asi, algunas de estas gotas
conductoras comienzan a contactarse unas con otras formando “clusters”. Se provoca
entonces, una fusion transitoria de gotas resultando esto en un movimiento eficiente
de los iones a traveés de las gotas dispersas con el consecuente aumento exponencial de
la conductancia. Algunos autores reconocen esto como sefial de formacion de
estructuras del tipo bicontinuas (Kaler, Davis y Scriven, 1983; Saidi et al, 1990).

Para el caso de la transicion o/w a w/o, si bien la presencia de esta Ultima estructura

estaria determinada por valores bajos de conductividad, justo antes de la formacion de
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la microemulsion bicontinua también se observa el valor més alto de conductividad que

estaria asociado al fendmeno explicado anteriormente (Grassi et al, 2007).

MICROEMULSIONES COMO VEHICULOS PORTADORES DE FARMACOS - GENERALIDADES

Si lo que se pretende es lograr liberacion controlada de un firmaco de escasa
solubilidad acuosa, éste deberia incorporarse en la fase dispersa de una microemulsion
o/w. No obstante, un compuesto soluble en agua debe ser incorporado en la fase
dispersa de una microemulsién w/o.

A pesar de todas las posibles estructuras que pueden corresponder a una
microemulsion, para dar aplicacion farmacéutica, se prefiere el disefio de
microemulsiones discretas (Winsor Tipo IV). Estos sistemas presentarian gran habilidad
para el control de la liberacion de farmacos (Grassi et al, 2007).

Referido a esto, cabe destacar que existe un fendmeno de particion del farmaco
entre la gota de la microemulsion y la fase continua. Si bien puede haber una zona de
preferencia dentro de la microestructura, la molécula activa puede localizarse en mas
de un sitio especifico.

Como se observa en la Figura 1.15, los sitios probablemente preferidos para la
incorporacion de un compuesto lipofilo (farmaco insoluble/poco soluble en agua) en
una microemulsion o/w son: la fase oleosa dispersa o la region conformada por las colas
hidréfobas de las moléculas de surfactante (Wang y Zhang, 2013).

Resultaria interesante que el farmaco de escasa solubilidad acuosa, presentara
mayor solubilidad en el aceite que en la regién formada por las colas hidréfobas de las
moléculas de surfactantes. Es decir, si el aceite constituye el microambiente de
preferencia del farmaco la difusion desde la gota hacia el tejido blanco incluiria el pasaje
a través de los dominios de alta polaridad (cabezas polares de las moléculas de
surfactante/fase externa acuosa) los que actuarian como barreras para el transporte de
los principios activos lipofilos. De este modo, en la microemulsion o/w, los farmacos
hidrofobos solubilizados en las gotas de aceite, experimentan una liberacion
obstaculizada (la tasa de liberacion se encuentra retardada) actuando la fase oleosa

como reservorio (Grassi et al, 2007).
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Cabe destacar, que en el campo farmacéutico, el uso de las microemulsiones o/w
resulta menos problemético que el de las w/o. Esto se debe a que la estructura de la
gota de aceite, en general, se mantiene estable tras dilucion en un medio biol6gico
(comportamiento que resultaria favorable y apropiado si lo que se pretende es la
aplicacion de la formula via oral o parenteral).

Este efecto no se observa en las microemulsiones w/o. En estos casos, el aumento en
la fraccion o volumen de la fase dispersa disminuye la relacion surfactante/agua lo cual
se asocia con un crecimiento de la fase interna. En general, si la dilucion con el medio
biolégico continta, ocurre inversion e incluso separacion de fases, perdiéndose las
propiedades de la microemulsion original (Alany y Wen, 2008).

Justificadamente ocurre, entonces, que las microemulsiones w/o suelen emplearse
para vias de administracion en donde la dilucidon no resulta importante (ej: inyeccion

intramuscular, administracion en piel) (Grassi et al, 2007).

(@) (b)

=~~~ Surfactante e CoSurfactante . Aceite $5 Farmaco

FIGURA 1.15: POSIBLES SITIOS DE SOLUBILIZACION EN UNA MICROEMULSION oW~ B
A) FARMACO EN EL INTERIOR DE LA MICROEMULSION B) FARMACO EN INTERFASE. C) FARMACO EN |

ILA SUPERFICIE DE LA MICROEMULSION (REGION HIDROFILICA CONSTITUIDA POR LAS CABEZAS |
:POLARES DE SURFACTANTES-COSURFACTANTES). :

LIBERACION SOSTENIDA DE FARMACOS: DINAMICA DEL EQUILIBRIO MICELAR APLICADO
A SURFACTANTES NO IONICOS POLIOXIETILENICOS

Las micelas se encuentran en proceso dindmico de disociacion y asociacion. Existen
dos procedimientos propuestos para el equilibrio micelar (Jiao, 2008).
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a) Relajacion rapida en la cual los surfactantes que constituyen las micelas
se intercambian por los que se encuentran en solucion circundante.
b) Relajacion lenta en donde las micelas se asocian y disocian

continuamente, véase Figura 1.16.

Lo —
s “2\ Relajacion S
¢ Micelar
________________ .

FIGURA1.16: ESQUEMA DE
ABSORCION TOPICAOCULARDE |
FARMACOS CARGADOS EN SISTEMAS!
DE LIBERACION MICELARES. |

\ .
? -— 2 . .—,
Permeacion
transcorneal

Particion del farmaco
Micela/Medio Acuoso

A—Q

LI

Epitelio Corneal ¢ Firmaco @

Surfactante ~~

Referido a esto, existen diferentes posibilidades que permiten predecir el destino
del farmaco situado a nivel precorneal teniendo en cuenta el tiempo de relajacion
micelar y la velocidad de particion del farmaco en micela/fluido circundante. De este
modo, si el tiempo de relajacion lento de la micela es corto y la particion del farmaco
fuera y dentro de la misma es répida a medida que el farmaco libre se absorbe, nuevo
principio activo es liberado desde la micela. No obstante, para que se produzca
difusion efectiva, las micelas deben encontrarse proximas a la superficie de absorcion.

Por el contrario, si el sistema micelar presenta procesos de relajacién y/o particion
lentos, es probable que, gran cantidad de micelas alcancen la superficie activa de
absorcion actuando como reservorio del farmaco, favoreciendo la liberacién del mismo
y logrando actividad terapéutica sostenida en el tiempo (Pepic, Lovric¢ y Filipovic-Greic,
2012).

Se ha demostrado que el tiempo de relajacion micelar es mas lento para

tensioactivos no iénicos respecto de idnicos. Esto presumiblemente se deba a la
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ausencia de repulsion entre las cabezas polares de los surfactantes no idnicos (Jiao,
2008).
Asimismo, los agregados micelares constituidos por surfactantes no iénicos

polioxietilénicos ofrecerian beneficios para la administracion oftalmica:

COMPATIBILIDAD, ESCASA IRRITACION/TOXICIDAD (Wang et al, 2017): la tension
interfacial que los polimeros no i6nicos polioxietilénicos producen a la concentracion en
la que se forman los agregados es alta comparada con la de los tensioactivos ionicos.
Esto hace que los surfactantes no idnicos resulten menos destructivos para las

membranas celulares y por lo tanto menos toxicos e irritantes (Pepic et al, 2012).

REDUCIDO TAMANO PARTICULAR

El reducido tamafio de estos agregados resulta ventajoso para la administracion
oftalmica al evitar molestias a nivel ocular. El tamafio particular, del sistema coloidal
aplicado via tdpica, favorece la difusion a través de la barrera corneal habiéndose
reportado permeacion transcorneal para particulas de tamafio inferior a 100 nm

(Nagarwal, 2009).

ESTABILIDAD TERMODINAMICA Y CINETICA

Los agregados formados por surfactantes poliméricos tienen mayor estabilidad
termodindmica que aquellos formados por surfactantes de menor peso molecular. Este
aumento, esta ligado a una reduccion en los valores de CMC (1000 veces més bajos)
para los agregados micelares poliméricos haciéndolos menos propensos a la
desagregacion a bajas concentraciones respecto de los surfactantes estandares.

Para la administracién micelar tépica, la CMC constituye un factor critico dado que
reduce la posibilidad de pérdidas por dilucion lagrimal o drenaje nasolagrimal (Mandal
et al, 2017).

Asimismo, las micelas poliméricas también poseen estabilidad cinética en donde la
disociacion en monémeros es un proceso lento, incluso cuando el sistema esté sujeto a
condiciones de dilucion extremas. Este efecto le permite a las micelas constituidas por

polimeros no i6nicos, conservar su integridad y retener el contenido de farmaco en el
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area precorneal aumentando la posibilidad de alcanzar el sitio de accion (Adams,
Lavasanifar y Kwon, 2003).

AUMENTO DE PERMEACION TRNSCELULAR Y PARACELULAR

Los monomeros disociados de las micelas perturban las membranas plasmaéticas
resultando en un aumento de la tasa de permeacion del farmaco. Asimismo, la
flexibilidad de las micelas formadas sumado a la capacidad promotora de la
permeacion favorece la apertura de las uniones estrechas del epitelio corneal lo que

induce el pasaje de la micela a través de los espacios para-celulares (Jiao, 2008).

ESTABILIDAD IN VIVO

Las micelas poliméricas mejoran la biodisponibilidad de los farmacos aumentando la
estabilidad metabdlica y el tiempo de circulacion de los principios activos insolubles en
agua. En particular, el ncleo hidrofébico de la micela esté estéricamente estabilizado
exhibiendo menor probabilidad de opsonizacién por anticuerpos y una reduccion de la
captacion por macrdfagos del sistema reticuloendotelial. Esto da como resultado una
mayor permanencia del farmaco a nivel sistémico.

Debido a la estabilidad cinética, las micelas poliméricas se disocian lentamente
incluso a concentraciones inferiores a la CMC lo que prolonga el tiempo de circulacion.
Ademés, presentan nucleos més grandes en comparacion con las micelas constituidas
por tensioactivos no poliméricos. Esto conducird a una mayor capacidad de
solubilizacién.

Las micelas poliméricas pueden evadir las defensas naturales del organismo y liberar
gradualmente el farmaco conduciéndolo especificamente hacia su sitio de accion

(Pathak, Vaidya y Pandey, 2019).

PERMEACION A TRAVES DE ENDOCITOSIS
Los agregados poliméricos posiblemente ingresen a las células mediante endocitosis

(Savic, 2003).
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VENTAJAS ASOCIADAS A LAS MICROEMULSIONES

- Son sistemas termodindmicamente estables (presentan excelente estabilidad a

largo plazo)
- Claridad optica, facilidad de preparacion y fabricacion a gran escala

- Baja viscosidad respecto de otras emulsiones por lo que pueden ser aplicadas

para la via parenteral.

- Mejora la eficacia del f&rmaco permitiendo reducir la dosis y por lo tanto
minimizar efectos adversos. Aumenta la biodisponibilidad y disminuye la

variabilidad entre pacientes.

- Pueden ser esterilizadas por filtracion dado que el tamafio promedio es inferior

alos 0,22 um.

- Laformacion de la microemulsion es reversible. Pueden ser inestables a bajas o
altas temperaturas, pero si se vuelve a temperaturas dentro del rango de

estabilidad del sistema, la microemulsion se reconstituye.

- Laexistencia de micro-dominios de diferente polaridad en la misma solucion de
una unica fase permite solubilizar materiales tanto hidréfilos como lipéfilos y

ambos en la misma formulacién.

- Presentan una amplia variedad de aplicacion como sistemas coloidales de

liberacion sitio dirigida y controlada.

- Facilidad de aplicacion (Lopes, 2014; Al- Achi, Gupta y Stagner, 2013; Win et al
2014).

DESVENTAJAS ASOCIADAS AL EMPLEO DE LAS MICROEMULSIONES

“Estos sistemas presentarian la incertidumbre y desventajas generalmente asociadas a
la nanotecnologia terapéutica. Esta tecnologia, como cualquier otra innovadora,
presenta riesgos hasta ahora desconocidos” que podrian estar  directamente

relacionados al reducido tamario de los sistemas y originarse como consecuencia de:
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a) diferencias en el ingreso y tiempo de permanencia efectivo de estos sistemas en
células y tejidos con respecto a los sistemas convencionales.

b) efectos transitorios y permanentes que los sistemas pudieran eventualmente
causar sobre las funcionesy el metabolismo celular.

c) diferencias en los mecanismos de eliminacion desde tejidos y sangre (Carlucci,
2009).

Otras desventajas asociadas a las microemulsiones son:

- Se requieren grandes cantidades de surfactantes y co-surfactantes para estabilizar
las nanogotas. Los cosolventes resultan costosos y pueden traer aparejado una
amplia variedad de efectos adversos.

- Alto riesgo de efectos adversos tales como irritacion.

- La estabilidad se ve afectada por factores externos como pH (por ej: fuerza idnica
del tracto gastrointestinal) y temperatura (factores susceptibles de modificacion

tras la administracion al paciente) (Al-Achi, Gupta y Stagner, 2013).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Obtener sistemas nanométricos basados en componentes biocompatibles a fin
de ser aplicados como productos farmacéuticos de uso tépico ocular destinados

al tratamiento de glaucoma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Confeccionar los Diagramas de Fase Pseudoternarios.

- Determinar mediante Dynamic Light Scattering el tamafo particular de las

mezclas que constituyen el Diagrama de Fase.

- Analizar el/los sistemas creados por Microscopia Electronica de Transmision.

- Realizar estudios de estabilidad fisica de los sistemas seleccionados a fin de

corroborar la estabilidad termodinamica de los sistemas disefiados.

- Determinar valores de pH de las diferentes formulas con el objeto de dilucidar la

factibilidad de empleo del sistema a través de la via topica ocular.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Surfactantes: Brij 35, Cremophor El, Tween 80 (Sigma Aldrich). Fase externa: Agua
Bidestilada. Aceites: Aceite esencial de Citronella (Parafarm), Aceite esencial de Geranio

(Just), Geraniol (Sigma Aldrich).

METODOS

CONSTRUCCION DEL DIAGRAMA DE FASES

Se construyeron los Diagramas de Fase Pseudoternarios correspondientes a la
mezcla de Surfactantes (Cremophor EL, Tween 80, Brij 35)/Aceite (Citronella, Geranio,
Geraniol) empleando el método de titulacion con agua a 25 °C.

Los sistemas, que tras agitacion moderada, se visualizaban como monofasicos
presentando apariencia clara y transparente, se analizaron por Microscopia de Luz
Polarizada y DLS.

Las muestras que, al ser observadas al microscopio, presentaron ausencia de
birrefringencia se aislaron para efectuar la medicion del tamafio de las nanogotas,
graficAndose en el diagrama solo los puntos correspondientes a aquellas mezclas que
arrojaron valores de tamafio particular inferior a los 100 nm. La region cubierta por
estos puntos se denomind Region de Microemulsion. Los gréficos se obtuvieron

haciendo uso del software Origin Pro.

PREPARACION DE LAS FORMULACIONES

La mezcla de surfactantes Cremophor, Brij 35, Tween 80 (1:1:2) se calienta a 45 °C,
con agitacion moderada hasta lograr la fusion de las grageas de surfactante (Brij 35).
Luego, se adiciona la fase oleosa siendo la relacion Aceite - Cremophor El - Brij 35 -
Tween 80 (1:1:1:2). Posteriormente, se afiade la fase externa [Agua Bidestilada
(Diagramas de Fase), Solucion Fisioldgica o Solucién Fisioldgica - Polietilenglicol 400

(PEG 400) 0,8% - Propilenglicol 0,6% (formula final, pruebas en animales)] a intervalos
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de tiempo regulares y con agitacion magnética moderada. Bajo estas condiciones, a

temperatura ambiente se forman espontaneamente las microemulsiones.

ANALISIS DEL TAMANO DE LA FASE INTERNA

El tamafio medio de la gota de aceite (fase interna de la microemulsion) y el indice
de poli-dispersién (PDI) se obtuvieron mediante DLS.
El instrumento utilizado es el nano ZEN 3690 modelo Zetasizer (Malvern, Reino

Unido). Cada medicion se llevo a cabo a temperatura ambiente por triplicado.

PH

El pH se midi6 a 25 °C utilizando Peachimetro Orion 710 A.

ESTABILIDAD TERMODINAMICA DE LAS MUESTRAS SELECCIONADAS

Con el objeto de seleccionar sistemas estables y descartar aquellos metaestables o
inestables, se han efectuado estudios de estabilidad sobre las microemulsiones
formuladas.

La estabilidad fisica de los sistemas se monitored de modo continuo con el objeto de

observar/detectar separacion, turbidez a temperatura ambiente/refrigeracion (4 °C).

TEST DE CENTRIFUGACION

La formula se sometid a centrifugacion a 3500 rpm por 30 min empleando una
centrifuga ROTO SILENTA Il

MEDICION DE CONDUCTIVIDAD

Los cambios en la conductividad del sistema ante cantidades crecientes de agua se
analizaron empleando un conductimetro OAKTON 510 series (Singapore).
El agua se afiadio gota a gota a la mezcla de aceite y tensioactivos (con agitacion

magnética moderada). Las mediciones fueron siempre realizadas a 25 °C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los sistemas

disefiados, habiendo sido analizadas 3 réplicas de cada una de las muestras.

Cremophor EL/Brij 35/ Tween 80 = - e

0.00

0.00 025 0.50 075 1.00

Geranio Agua Bidestilada
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Pdi: 0,125 Peak2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,938 Peak3: 0000 0.0 0,000

Result quality Good

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
Z-Average (d.nm): 9,366 Peak 1: 10.79 1000 4,234 I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

F—————— e e e o — —

FIGURA 1.17: RESULTADOS DE MEDICION DE TAMANO PARTICULAR (DLS), i
DIAGRAMA DE FASES Y FOTOGRAFIAS TEM — MICROEMULSION DE GERANIO. I

o .pH MICROEMULSION-GERANIO: 9.6 £ 0,1 :
- Viscosidad wicroemutsion-ceranio: 1,79 £ 0,02 cP I
- Densidad wicroemutsion-ceranio: 1,0061 + 0,0002 g/m :

—_———— e
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|
|

pr——r—. ) Cremophor EL/Brij 35/ Tween 80 - v« I
. LL N |
|
|
|
T :
|
— :
Geraniol Agua Bidestilada |
RESULTS :
Z-Average [d.nm}: 10,10 Diam.[nm) % Intensity ~ Width (nm)
diGija Peak1l: 11,30 98,1 g3 |
—;—-—-i‘:..—.‘:“-.‘.. Intercept: 0,916 Peakl: 4414 19 967 |
Result quality: Good Peak 3: 0.000 0.0 0.000 "
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

S

I FIGURA 1.18: RESULTADOS DE MEDICION DE TAMANO PARTICULAR (DLS), |
' DIAGRAMA DE FASES Y FOTOGRAFIAS TEM — MICROEMULSION DE GERANIOL. I

- pH MICROEMULSI()N-GERANIOL:5-5 * 0:1

' |
| . .

| - Viscosidad microemutsion-ceranioL: 1,77 £ 0,02 cP :
: - Densidad wicroemutsion-ceranior: 1,0058 £0,0002 g/ml |
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Microemulsion Citronella
Raw Correlation Data
19 A
osp - N\e e e e . Lo,
i \ Cremaphor EL/Brij 35/ Tween 80 = Me
o8 d : !
0
¥ r - s 30 00
Eoof - o o ple « ¢ ne 002 023 0% ors 100
? of = » s fele e e e a Citronella Agua Bidestilada
2 ¢ . - « la s - . - - -

Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 10,99 Poak 1: 12,14 96,8 4,644
Pdl: 0,193 Peak 2: 4036 32 1067
Intercept: 0.942 Peak 3: 0,000 0.0 0.000

Result quality Good

20 nm

| FIGURA 1.19: RESULTADOS DE MEDICION DE TAMANO PARTICULAR (DLS), I
I DIAGRAMA DE FASES Y FOTOGRAFIAS TEM — MICROEMULSION DE CITRONELLA. '

: PH wmicroemuLsion-ciTrongLLa: 6.1 £ 0,1 :
: - Viscosidad microemutsion-cirronea: 1,75 £ 0,02 ¢P :
| - Densidad wicroemutsion-cirroneta: 1,0045 = 0,0002 g/ml I

Como se puede apreciar en las Figuras 1.17, 1.18 y 1.19, se han obtenido 3 sistemas
o/w constituidos por surfactantes no ionicos polioxietilenicos Brij 35, Tween 80 y
Cremophor EL, aceites esenciales (citronella, geranio) y geraniol (componente individual
presente en aceites esenciales) y agua bidestilada.

Los valores de tamafio obtenidos para estos sistemas oscilan entre 11y 12 nm, con
indices de polidispersion bajos, menores a 0,25, lo que asegura uniformidad de tamafio

particular y estabilidad.
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CONSTRUCCION DE DIAGRAMAS DE FASE PSEUDOTERNARIO

Con el objeto de comprender aspectos asociados a la fisica del sistema, la
preparacion de las microemulsiones requirio la construccion de diagramas de fase para
la determinacion de la region de existencia de las mismas. En los Diagramas pueden
visualizarse &reas correspondientes a mezclas monofasicas estables de tamafio
particular inferior a los 100 nm, no habiendo sido objeto de estudio la evaluacion de
otro tipo de estructuras tales como emulsiones, cristales liquidos, geles, etc.

De los diversos sistemas disefiados, cabe destacar, que si bien las regiones de
microemulsion obtenidas no fueron extremadamente extensas, permitieron manejar
cierta flexibilidad al momento de seleccionar el rango de concentraciones de los
componentes. De este modo, pudieron escogerse sistemas de reducido tamafio
particular capaces de asegurar méxima permeacion con la minima concentracion de
surfactantes (9,5%) posible, a fin de lograr la obtencion de formulas efectivas y al

mismo tiempo no irritantes.

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Los sistemas disefiados, véase Figuras 1.17, 1.18 y 1.19, se mantuvieron monofasicos
y transparentes después de 6 meses de almacenamiento a 25°C y a 4°C, no
observandose variaciones en el tamafio de las particulas, densidad, viscosidad y pH una

vez transcurrido este periodo de tiempo, véase Tabla I.

RO 0 D RO p RANIO RANIO OSIDAD, p
EMULSION ICION ALMACENAMIENTO pH (25°C)
CITRONELLA MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, 12,4445 1,76+0,02 6,1+01 1,0043 +0,0002
CITRONELLA 2,4%, AGUA 88,1%
—— MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, ALMACENAMIENTO 25°C 116444 176£002 54501 1,0087 £0,0002

GERANIOL 2,4%, AGUA 88,1% DESPUES DE 6 MESES

GERANIO MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, 11,1443

+
GERANIO 2,4%, AGUA 88,1% 1,78+0,01

1,0060 +0,0002

N ALMAC

CROEMULSIONES COMPOSICIO

AMARNO PARTICULAR (nm)

CITRONELLA MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, 12,6442 1764002 6401 1,0042 £0,0002
CITRONELLA 2,4%, AGUA 88,1%
ALMACENAMIENTO A4°C
MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, 115+44 1,75£002
GERANIOL 3 ,5 4, , 2 54101 1,0058 +0,0002
GERANIOL 2,4%, AGUA 88,1% DESPUES DE 6 MESES
GERANIO MEZCLA DE SURFACTANTES 9.5%, 113143 1,78+0,02 5501 1,0058+0,0002

GERANIO 2,4%, AGUA 83,1%

Ademés, los ejemplares fueron sometidos a centrifugacion, previo y posterior al

transcurso de los 6 meses, no habiéndose evidenciado fendmenos de separacion de
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fases al centrifugar durante 30 min a 3500 rpm lo que permitiria inferir que se trata de
vehiculos estables en un amplio rango de temperaturas.

También se evaluo el efecto por calentamiento a 45 °C durante 1 hora: bajo estas
condiciones, los sistemas aumentaron la turbidez retomando el aspecto visual original al
dejarlos reposar a temperatura ambiente.

Asimismo, tras 3 ciclos repetitivos de calentamiento a 50 °C durante 10 minutos con
posterior enfriamiento a 25 °C, los sistemas adquirieron en principio, aspecto lechoso
retomando la transparencia original al almacenarse a temperatura ambiente.

Referido a esto, cabe destacar, que la formacion de microemulsiones es un proceso
reversible. Estos sistemas suelen volverse inestables a elevadas o bajas temperaturas
reestructurdndose cuando las condiciones de exposicion regresan al rango de
estabilidad (Santos et al, 2013). Consecuentemente, el comportamiento anteriormente
descripto constituye un indicador mas del tipo de sistema coloidal obtenido.

Por otra parte, el fendmeno de aumento de turbidez con el incremento de
temperatura puede deberse a que esta Ultima variable constituye un factor
determinante de la solubilidad acuosa de los surfactantes no idnicos (Tadros, 2005).

Resulta necesario mencionar que, la solubilidad en agua de la cadena de polioxido de
etileno se debe a la formacion de enlaces de hidrégeno entre el solvente y el 4tomo de
oxigeno del éter de la cadena hidrocarbonada.

Estos enlaces, son sensibles a la temperatura por lo que para cada tensioactivo no-
ionico existe una temperatura a la que el grado de hidratacion de la porcidn hidréfila es
insuficiente para solubilizar la cadena hidrocarbonada restante. La temperatura a la cual
ocurre la aparicion de turbidez, se denomina Punto de Turbidez. A medida que
aumenta la temperatura, se van desolvatando las cadenas polioxido de etileno y como
consecuencia se reduce la hidrofilia del surfactante (Myres, 2006). Bajo estas
condiciones, la CMC disminuye, el nimero de agregacion crece y las micelas aumentan
de tamafio hasta llegar a cierto valor (centenares de angstroms) en donde empiezan a
interactuar con la luz, generando turbidez. Si se sigue incrementando la temperatura,
las micelas alcanzan un tamafio suficiente (micrémetros) como para que la gravedad las
pueda sedimentar, produciéndose separacion de las fases (Corti y Degiorgio, 1980).

Algunas investigaciones demuestran que la formacion de una red micelar conectada

o las interacciones dependientes de la orientacion entre las moléculas de agua y las
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moléculas de surfactante podria ser responsable del comportamiento del punto de
turbidez (Bernheim-Groswasser et al, 2000; Zilman et al, 2004).

La solubilidad en agua de las cadenas de polioxietileno aporta irregularidades a la
superficie de la micela. Al incrementarse la temperatura, las moléculas de agua se
vuelven més moviles la superficie se torna mas regular, permitiendo la
aproximacién/union de las unidades lo que daria lugar al fendmeno de turbidez y

separacion de fases (Manohar, 2003).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Resulta necesario aclarar que si bien la microemulsién de Citronella se aprecia en
im&genes como sistema bicontinuo, véase Figura 1.19, la microestructura obtenida
para este sistema es del tipo o/w, habiéndose esto demostrado mediante estudios de

conductividad.

CONDUCTIVIDAD

La medicion de conductividad eléctrica es un método adecuado para determinar la
nanoestructura de microemulsiones (Lagourette et al, 1979). La Figura 1.20 revela la
conductividad del sistema, Citronella-Tween 80-Cremophor EL-Brij 35-Agua, en funcion
de la relacion de agua a lo largo de la linea de dilucién obtenida tras la adicion gradual
de la fase externa.

Se puede observar que en principio, la conductividad es muy baja (cerca de cero) y
aumenta lentamente con el incremento del contenido acuoso; es decir, a baja
concentracion de agua el sistema comienza a formar una microemulsion w/o con las
pocas gotas de agua presentes en la fase oleosa, no resultando éstas suficientes como
para lograr un intercambio de carga.

Cuando se alcanza el punto critico (®p-umbral de percolacién), la conductividad
comienza a aumentar exponencialmente con el aumento de la fase acuosa.

Por debajo de ®p, las gotas de agua comienzan a formar grupos aislados unos de
otros por lo que presentan poca contribucion a la conductividad eléctrica, obteniéndose

valores bajos de conductancia.
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En ®p, las gotas de agua se encuentran lo suficientemente cerca como para formar
una red de canales conductores, lo que permite un flujo de carga sin obsticulos
generéndose el fendmeno de percolacion y el consecuente aumento abrupto de la
conductividad. Conforme al concepto de percolacion, las propiedades eléctricas
resultantes de las interacciones atractivas entre las gotas de agua caracterizan a las
estructuras bicontinuas (Bhattacharya et al, 1985; Lagourette et al, 1979; Thevenin,
Grossior y Poelmann, 1996; Wang et al, 2015; Eicke, Borkovec y Das Gupta, 1989).

Posteriormente, la disminucion observada en la conductividad se debe a los efectos
de dilucion (Wang et al, 2017).

El valor de conductividad méximo obtenido para la microemulsion de citronella, fue
alcanzado con un 76% de fase acuosa lo que permite concluir que, al porcentaje de
agua correspondiente al contenido de la formula (88,10%), el sistema obtenido es de
tipo o/w. Asimismo, segun lo reportado en la bibliografia, debido a la naturaleza fragil
de las microemulsiones, la caracterizacion por TEM suele presentar serios
inconvenientes. A menudo, la preparacion de la muestra genera modificaciones en la
microestructura del sistema pudiendo incluso producirse separacion de fases (Grassi et
al, 2007). Esto podria justificar las discrepancias entre la microestructura evidenciada en

las imagenes obtenidas por TEM y la determinada por Conductividad.

Conductividad microemulsion citronella - agua

™
a - el BN
:'; 20 // BC \\ ow
Tg 150
£ iz \
.§ - wio / \‘.
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0 02 04 0,6 08 1

Fraccién de agua

| FIGURA 1.20: CONDUCTIVIDAD DE LA MEZCLA CITRONELLA: BRIJ 35: CREMOPHOR EL: TWEEN 80 (1:1:1:2) |
| EN FUNCION DE LA FRACCION DE AGUA ANADIDA AL SISTEMA.
| W/O= MICROEMULSION rsuuacere; O/W=MICROEMULSION scere/acun; B.C= MICROEMULSION BICONTINUA.
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MEDICION DE pH

Los valores de pH obtenidos varian desde 5,4 hasta 6,1, véase Figuras 1.17, 1.18 y
1.19. Estos valores son tolerados en ojo (véase Capitulo Il) lo que posibilitaria una

aplicacion tépica ocular.

MEDICION DE VISCOSIDAD

Los resultados de viscosidad (véase Figuras 1.17, 1.18 y 1.19) también se adaptaron

a lo sugerido para la via de administracion ocular, véase Capitulo II.
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CONCLUSION

Para la elaboracion de las formulas se emplearon surfactantes no ionicos
polioxietilénicos que ofrecerian potenciales beneficios a nivel oftalmico, tales como:
alto grado de compatibilidad biolGgica, escasa irritacion/toxicidad ocular, estabilidad
termodindmica y cinética, potencial efecto para la liberacién sostenida de fa&rmacos asi
como aumento de la permeacion (transcelular y paracelular) en cornea.

Las formulas disefiadas han demostrado elevada estabilidad termodinamica por lo
que pueden obtenerse con facilidad sin necesidad de aporte energético ni empleo de
instrumental sofisticado, siendo altamente factible la produccion a gran escala.

Asimismo, los procedimientos de obtencion (simple mezcla y agitacion de los
componentes), esterilizacion (filtracion) asi como el elevado porcentaje de agua en las
formulas (88,10%) y el reducido costo del resto de los constituyentes, determinan un
alto grado de viabilidad desde el punto de vista econémico.

En lo que respecta a la aplicacion oftalmica, las microemulsiones de tipo aceite en
agua (o/w) disefiadas al presentar un tamafo particular inferior a los 100 nm (11-12
nm) favorecerian el acceso de los fA&rmacos a sitios mas profundos de la estructura
ocular, no alcanzados por formulas topicas de uso convencional.

Ademés, segun lo observado en los diagramas de fase, los sistemas toleran la
adicion de gran cantidad de agua por lo que, tras la instilacion, es probable
sobrelleven bien el efecto de dilucién en el film lagrimal. De este modo, el sistema
podria conservar su integridad en el area pre ocular lo que aseguraria elevada
disponibilidad para la efectiva permeacion en cornea.

Por otra parte, los pardmetros fisicoquimicos evaluados en la totalidad de los
sistemas (tamafio particular, pH, viscosidad) resultaron apropiados para la via de
administracion pretendida. Consecuentemente, las formulas quedaron sujetas a
estudios exhaustivos basados en ensayos en animales de experimentacion (ensayos de
irritacion y de evaluacion de la efectividad terapéutica) con el objeto de determinar la
seguridad de las formulaciones y seleccionar sistemas afines/compatibles con la via de

administracién ocular.
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INTRODUCCION

Para comprender ciertos aspectos relacionados con enfermedades oculares e
interpretar el comportamiento de las formas farmacéuticas destinadas al tratamiento
de estas afecciones, resulta necesario describir conceptos basicos asociados a la

estructura anatémica del ojo y su funcionamiento.

ESTRUCTURA DEL OJO: GENERALIDADES
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El ojo es el 6rgano sensorial encargado de recibir los estimulos luminosos externos,
codificarlos y enviarlos a través del nervio 6ptico a los centros de la vision en la regién
occipital del cerebro para que se produzca el fendmeno de la vision.

El globo ocular estd formado por tres tunicas o capas concéntricas: tlnica externa,
media o vascular e interna.

La tunica externa o capa fibrosa esta compuesta por una parte posterior y opaca, la
esclerética y por una parte anterior transparente, la cornea (Cholkar et al, 2013;
Shahidullah, Al-Malki y Delamere, 2011), véase Figura 2.1.

La esclerdtica y la cOrnea son las capas mas duras y externas del ojo, las cuales
resisten la presion interna normal (13-19 mmHg). Esta presion intraocular (P1O) da al

ojo su forma manteniendo las dimensiones necesarias para obtener la vision aguda.
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La esclerdtica cubre las cinco sextas partes de la superficie del ojo y la cornea el
sexto restante. Aunque las fibras de coldgeno tipo | constituyen el elemento principal de
ambos tejidos, las diferencias en el tamafio y orientacion, el grado de hidratacion y la
presencia de mucopolisacaridos determinan variaciones asociadas a la transparencia
(cornea) y opacidad (esclerdtica) caracteristicas de los tejidos (Wilson et al, 2007).

La cornea es avascular y recibe nutrientes de la pelicula lagrimal, el humor acuoso y
los vasos del limbo. En contraste, la esclerdtica al ser vascularizada recibe aporte
nutricional de una amplia variedad de vasos sanguineos presentes en las capas
superiores (epiesclera) (Cholkar et al, 2013).

La capa intermedia o Uvea comprende el iris en la parte anterior, la coroides en la
parte posterior y el cuerpo ciliar como parte intermedia, véase Figura 2.1.

Inmediatamente por debajo de la esclerdtica, existen vasos que se ramifican
progresivamente formando una intrincada red de arteriolas, capilares y venas,
encargada del aporte sanguineo al globo ocular. Mé&s adelante, la red vascular adquiere
una porcién muscular lisa conocida como el musculo ciliar, de apariencia rugosa en su
superficie interna debido a la presencia de los procesos ciliares. Todo este conjunto se
conoce como cuerpo ciliar y su funcion es regular el proceso de acomodacion del
cristalino (a través del masculo ciliar) y la produccién de humor acuoso en los procesos
ciliares.

El humor acuoso es secretado activamente en los procesos ciliares hacia la caAmara
posterior, pasa por la pupila hasta la cAmara anterior y abandona el ojo por el canal de
Schlemm, ubicado en el angulo camerular (Liebovitch, 2006; Rogers, 2011).

Normalmente la cantidad de humor acuoso que se produce es igual a la cantidad que
se elimina por el &ngulo camerular, de tal manera que el volumen neto de liquido se
mantiene constante y la presion intraocular (PIO) se encuentre dentro de limites
normales (hasta 18 mmHg aproximadamente) (Liebovitch, 2006).

La capa interna o retina (véase Figura 2.1) representa una extension del sistema
nervioso central, presenta neuronas originadas en el cerebro, sensibles a la luz y
responsables de transmitir sefiales al cerebro para lograr el fendmeno de la vision
(Mitra, Anand y Duvvuri, 2006).

Asimismo, el globo ocular puede dividirse en dos segmentos: un segmento anterior

que consiste en la cdrnea, la conjuntiva, el cuerpo ciliar, el iris, humor acuoso, cristalino
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y un segmento posterior (retina, el humor vitreo, coroides y esclerotica) (Cholkar et al,

2013).

VIAS DE ADMINISTRACION OCULAR

Las enfermedades oculares se tratan principalmente mediante administracion topica.

La mayoria de las patologias que se presentan a nivel ocular se resuelven a traves de
la aplicacion de soluciones administradas en forma de gotas oftalmicas (si el farmaco es
hidrosoluble) o ungiientos (si el principio activo es hidrofobico, no soluble en agua)
(Sheardown y Saltzman, 2006).

La aplicacion tdpica constituye la via de eleccion preferida debido a la facilidad de
administracion, bajo costo y alto nivel de aceptacion por parte del paciente (Le Bourlais
et al, 1998). No obstante, tras la instilacion de la gota solo un 5% de la dosis
administrada alcanza el humor acuoso. En consecuencia, resulta necesario aumentar la
frecuencia de aplicacion lo que genera inconvenientes y discomfort (Gaudana et al,
2008).

Asimismo, la via tdpica resulta ineficiente para administrar concentraciones
terapéuticas de un farmaco en el segmento posterior, debido a: la rapida pérdida a
través de los conductos nasolagrimales, la reducida permeabilidad del epitelio corneal,
la absorcidn sistémica y demas barreras fisioldgicas y anatémicas presentes en el globo
ocular.

La administracion sistémica de medicamentos constituye una aletrnativa no invasiva,
generalmente aceptada por el paciente. No obstante, el suministro de farmacos a
través de esta via no resulta efectivo debido a la alta eficiencia de la barrera hemato
ocular (término que se refiere a las uniones estrechas presentes en el epitelio no
pigmentado del cuerpo ciliar, en el tejido del iris y en sus vasos sanguineos) y a la
barrera hemato-retiniana (constituida por una membrana externa - epitelio pigmentado
de la retina y membrana interna formada por las células endoteliales que rodea a la
microvasculatura retinal). Estas barreras promueven la necesidad de suministro de altas
dosis para lograr un efecto terapeutico en los tejidos oculares del segmento posterior,
lo que genera la aparicion de una gran variedad de efectos adversos (Hughes et al,

2005; Yadav, Verma e Yadav, 2018).
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Por lo anteriormente expuesto, debido a la complejidad de la anatomia ocular y
barreras hemato-oculares, las inyecciones intraoculares han avanzado como métodos
comunes para la administracién de fa&rmacos de uso oftalmico.

La administracion intracameral (inyeccion directa de la solucion del fA&rmaco en la
cdmara anterior) generalmente se utiliza después de la cirugia de cataratas y para el
tratamiento de enfermedades del segmento anterior, como la queratitis fungica y
bacteriana. Sin embargo, este método no logra alcanzar concentraciones terapéuticas
en segmento posterior. Esto se debe principalmente a la eliminacion del fA&rmaco a
través del drenaje del humor acuoso (Mandal et al, 2017). Consecuentemente, para
lograr concentraciones adecuadas de farmaco en el humor vitreo y la retina, suele
emplearse la inyeccion directa del medicamento en la cavidad vitrea (Sheardown y
Saltzman, 2006).

La liberacion y distribucién de medicamentos administrados por via intravitrea
depende tanto en las propiedades del farmaco como de ciertos parametros fisiologicos.
Asi, las moléculas pequefias son capaces de difundir rdpidamente en el vitreo; no
obstante, la movilidad de las moléculas grandes (particularmente aquellas cargadas
positivamente) se ve restringida.

Por otra parte, los principios activos de bajo peso molecular (<500 Da) tienen una
vida media de retencion limitada (aproximadamente 3 dias) y, por lo tanto, requieren
administraciones repetidas. Las moléculas de mayor tamafio (superiores a 500 Da), sin
embargo, pueden persistir en el humor vitreo durante varios dias o incluso semanas
(Yadav, Verma e Yadav, 2018).

De este modo, se puede deducir que, en algunos casosF para mantener los niveles
terapéuticos durante un periodo prolongado de tiempo, resulta necesario la
administracion de inyecciones repetidas. Este aumento en la frecuencia de aplicacion,
suele causar molestias al paciente pudiendo incluso provocar complicaciones, tales
como: hemorragia vitrea, infecciones y desprendimiento de retina (Mandal, Bhist y
Mitra, 2017; Raghava, Hammond y Compella, 2004).

La administracion periddica de farmacos a traves de inyecciones subconjuctivales o
retrobulbares proporciona una alternativa, mas segura (representa menor riesgo de
dolor ocular, infeccion, endoftalmitis o0 hemorragias) y menos invasiva, respecto de las

inyecciones intravitreas.
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La aplicacion del farmaco a nivel subconjuntival es ampliamente utilizada como via
periocular. Consiste en el acceso al espacio subconjuntival a través de una inyeccion
profunda en la conjuntiva bulbar y superficie escleral. Este espacio es altamente
expansible siendo capaz de acomodar hasta 500 pL.

La via subconjuntival puede, ademaés, ser empleada para la liberacion sostenida de
farmacos siendo factible la obtencion de depdsitos de medicamentos destinados al
tratamiento de enfermedades que afecten al segmento anterior y/o posterior (Kim,
Chiang y Prausnitz, 2014). Ademas, la esclerética proporciona un area relativamente
grande para la absorcion de farmacos (aproximadamente 17 cm?) en comparacién con
otras superficies oculares como la cornea y promueve la permeacion de moléculas de
gran tamafo. Todos estos factores contribuyen al aumento de la efectividad potencial
de esta via de administracion en comparacion con otras vias oculares.

De todos modos, el principal inconveniente es que el medicamento necesita difundir
desde la zona de inyeccion hasta el sitio blanco, lo que resulta inevitablemente en
pérdidas del principio activo. Referido a esto, si bien la permeacion periocular puede
mejorar a través de la aplicacion de técnicas menos invasivas que las inyecciones
intravitreas (depdsitos perioculares de farmacos encapsulados en microparticulas, el
empleo de de iontoforesis transcleral o sistemas coloidales), éstas no han resultado tan
efectivas como los implantes intraoculares o las inyecciones intravitreas (Varela-
Fernandez et al, 2020; Kang Mieler, Osswald y Mieler, 2014).

Por lo anteriormente expuesto, resulta extremadamente importante desarrollar un
sistema de administracion de medicamentos no invasivo que pueda mantener las
concentraciones terapéuticas del firmaco en el sitio de accion durante periodos

prolongados de una manera segura y efectiva.

ADMINISTRACION TOPICA — ViA OFTALMICA: BARRERAS OCULARES

A continuacién se detallan aspectos de la administracion topica ocular que
constituye la via seleccionada para la aplicacion de la férmula disefiada.

Los colirios comUnmente se instilan en el FILM LAGRIMAL. Este film tiene
aproximadamente 10 plL de volumen y hasta 10 um de espesor (Peng et al, 2011).
Presenta una estructura trilamelar, que consiste en una capa de mucina interna muy

delgada (0,02-0,04 pm) unida al epitelio de la superficie ocular; una delgada (0,1 pm)
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capa monomolecular de lipidos (contiene lipidos polares y no polares, ésteres,
triacilgliceroles, esteroles libres, esteres de esteroles y acidos grasos) expuesta al aire y
una capa acuosa intermedia (7 um), que ocupa la mayor parte del espesor del film
lagrimal y esta constituida por electrolitos, proteinas, retinol, inmunoglobulinas y

enzimas (Nicolaides, 1981; Berman, 1991), véase Figura 2.2.

CAPA LIPIDICA

AIRE

El componente acuoso es secretado principalmente por las glandulas lagrimales
accesorias (glandulas de Krauss y Wolfring). Esta capa contiene sales inorganicas,
glucosa y urea asi como biopolimeros, proteinas y glicoproteinas.

La capa lipidica, secretada por las glandulas de Meibomio (en el borde del parpado) y
las gldndulas accesorias sebaceas (gldndulas Zeiss), sirve para minimizar la evaporacion
de las lagrimas (Dart y Willcox,2013).

El mucus o mucina se obtiene a partir de las células caliciformes. Las mucinas se
definen como glicoproteinas fuertemente glicosiladas, con 50 a 80% de su masa
compuesta de carbohidratos. Una segunda caracteristica de las mucinas es la presencia,
en sus cadenas principales, de repeticiones en tdndem de aminoéacidos serina y
treonina, que proporcionan los sitios para la glicosilacion.

Se cree que la glicosilacion intensa de las mucinas imparte una carga altamente
negativa que es responsable de la hidrofilia de la superficie de la cornea lo que asegura
una distribucion uniforme del film lagrimal sobre el epitelio corneal.

Asimismo, las mucinas se clasifican como asociadas a la membrana y secretoras. Las

mucinas secretoras se dividen en dos grupos: las grandes mucinas formadoras de gel
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(responsables de las propiedades reoldgicas del mucus) y las pequefias mucinas
solubles.

Las mucinas asociadas a la membrana forman el glicocalix, una barrera densa que
evita la adherencia y penetracion de patdgenos en la interfase epitelio corneal-film
lagrimal (Berman, 1991; Gipson, Hori y Argiieso, 2004).

El film lagrimal cumple varias funciones como: la formacion de una superficie
refractiva suave, la lubricacion de los parpados, el transporte de productos metabolicos
(02 y COy) hacia y desde las células epiteliales de la cdrnea, la eliminacién de cuerpos
extrafios y accion bactericida (Craig 2002; Lorentz y Sheardown, 2014). No obstante, a
pesar de los beneficios mencionados ciertos factores asociados a la presencia del film,
resultan en una disminucion de la concentracion del farmaco disponible para la
absorcion ocular. Entre estos se encuentran: el drenaje a traves del conducto naso-
lagrimal, las pérdidas por recambio lagrimal, union a proteinas de la lagrima y/o el
metabolismo enzimético de los farmacos (Aiache et al, 1997).

Asimismo, la composicion electrolitica de las lagrimas, el pH y su capacidad buffer
son factores que también influencian el efecto terapéutico, la toxicidad y estabilidad
del farmaco (Cholkar et al, 2013).

En condiciones normales, el volumen total de la pelicula lagrimal de la superficie
ocular es de aproximadamente de 7 + 2 microlitros (ul) y la tasa de secrecion lagrimal es
de 1,2 pl/min. Por lo tanto, la tasa de eliminacion basal (por minuto) se corresponde
aproximadamente con el 16% del volumen total de la pelicula lagrimal.

En ausencia de parpadeo, sin pérdidas a través de la hendidura palpebral, el ojo
humano puede alojar un volumen de 30 pl. De este modo, tras la instilacién de 2 gotas
(volumen de 50 pl /gota) el 70% del volumen total administrado, se pierde por derrame.
Al parpadear, el volumen remanente es de 10 pl lo que supone una pérdida del 90% de
volumen administrado (Ludwig y Reimann, 2015).

El 10% presente en el area pre-corneal, se mezcla con el volumen de lagrimas para
posteriormente, penetrar en corneay en el epitelio conjuntival (membrana mucosa que
cubre la cara posterior de los parpados y se extiende hacia el limbo corneoescleral).

Otra parte drena a través del saco lagrimal y la cavidad nasal, donde puede ser

absorbido a nivel sistémico por la membrana mucosa (Peng et al, 2011).
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A su vez, una fraccion del medicamento que permea en la conjuntiva puede también
ingresar a la circulacion sistémica debido a la alta vascularizacion del tejido, siendo la
cantidad de farmaco absorbido en conjuntiva significativamente superior a la absorbida
en cornea como consecuencia de su mayor area y permeabilidad (Hosoya, Lee y Kim,
2005).

Por otra parte, para alcanzar la cdmara anterior, los farmacos capaces de penetrar
en cornea, deben difundir a través de tres capas: el epitelio, el estroma y el endotelio,

véase Figura 2.3 (Peng et al, 2011).

/ Capa Bowman

- ‘ Epitelio

Membrana
Descemet

Endotelio

La capa mas externa, el EPITELIO CORNEAL, es estratificado no queratinizado y
presenta un espesor de 50 a 90 um (Gipson, 1994). Contiene un 90% de las células
totales de la cdrnea lo que lo hace altamente hidrofébico. Las células superficiales
epiteliales maduras actian como una barrera para la absorcion del farmaco ya que
estan estrechamente vinculadas por la adhesién celular a proteinas conocidas como
ocludinas ZO-1 'y ZO-2. Estas proteinas proporcionan un sello continuo alrededor de las
células evitando el transporte paracelular (a través de espacios intercelulares) del
farmaco en la cornea (Yi, Wang e Yu, 2000).

La difusion paracelular de moléculas idnicas (polares) se ve impedida por las uniones
estrechas de la cornea, mientras que los farmacos hidréfobos difunden con facilidad a
través del mecanismo transcelular.

Dado lo anteriormente expuesto, se puede concluir que las propiedades

fisicoguimicas de las moléculas (el grado de ionizacion y el pH de las formulas oculares)
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constituyen los principales factores que determinan la permeabilidad a través del
epitelio corneal (Cholkar et al, 2013).

Por debajo del epitelio, se encuentra la segunda capa de la cornea que es el
ESTROMA, constituido por colageno. El estroma corneal comprende el 95% del espesor
total de la cérnea. Consiste en queratocitos, células fibroblasticas, tejido nervioso y
células de Schwann (Del Monte y Kim, 2011). Presenta en su parte anterior una
condensacidn de fibras que se conoce como lamina de Bowman que sirve de anclaje a
la membrana basal del epitelio. La capa de Bowman no cumple un rol significativo en lo
que respecta a la limitacion de la difusion de los farmacos a nivel ocular.

A diferencia de esta capa, el estroma hidrofilo se comporta como una barrera
limitante para la difusion de moléculas solubles en lipidos, dificultando la permeacion a
los tejidos oculares profundos. No obstante, puede actuar como reservorio de
medicamentos altamente hidrofilos. De igual modo, el epitelio corneal funciona como
depdsito de farmacos hidrofobicos (Cholkar et al, 2013).

En la cara posterior, el estroma corneal presenta una membrana transparente
constituida por colageno vy fibras elasticas, conocida como membrana de Descemet.
Esta membrana, que constituye la membrana basal de la capa posterior de la cdrnea o
ENDOTELIO, no limita significativamente la difusion de farmacos. Sin embargo, el
endotelio est4d formado por una Unica capa de células hexagonales intimamente
vinculadas entre si por uniones desmosomicas y una zonula de oclusién (zénula
occludens) que impide la difusion de moléculas y o particulas superiores a 20 nm
(Cholkar et al, 2013; Bisht et al, 2018).

Asimismo, una fraccion del farmaco que atraviesa la cornea, puede distribuirse a
través del humor acuoso hacia tejidos tales como el cristalino, cuerpo ciliar, vitreo,
Uvea-retina o eliminarse a través de la circulacion sanguinea de la Gvea anterior y/o el
drenaje del humor acuoso (Le Bourlais et al, 1998; Peng et al, 2011).

El humor acuoso es un liquido claro presente en las camaras anterior y posterior del
0jo. Proporciona a estas estructuras oculares avasculares (cristalino, cornea) nutrientes,
oxigeno, elimina productos de excrecion del metabolismo, estabiliza la estructura ocular
y contribuye a la regulacion de la homeostasis de estos tejidos oculares (Cholkar et al,

2013).
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Este fluido se segrega de manera continua (2,5 pl/min en humanos) a partir de
plasma a través de las células epiteliales del cuerpo ciliar y fluye a través de la pupila
hacia la cdmara anterior abandonando el ojo a través de la malla trabecular en el canal

de Schlemm (Cunha-Vaz et al, 2016), véase Figura 2.4.
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La eliminacion del farmaco a partir del humor acuoso puede ocurrir a través de dos
mecanismos: por drenaje hacia el canal de Schlemm y por fenémeno de absorcién en la
coroides anterior. En el primer caso, la eliminacion no depende de las propiedades
particulares del farmaco y esta determinada por las caracteristicas del flujo convectivo.
En el segundo caso, depende de la hidrofobia del farmaco dado que para ser eliminado
por el flujo sanguineo uveal debe atravesar el endotelio de los vasos sanguineos (Nettey
et al, 2016).

Por otra parte, el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar y el endotelio de los
capilares ciliares y del iris, constituyen la denominada barrera hematoacuosa (BHA).
Esta barrera presenta uniones estrechas a nivel celular y regula el intercambio de
solutos entre el segmento anterior y posterior manteniendo el equilibrio quimico de los
fluidos oculares (Occhiutto et al, 2012).

El epitelio de los procesos ciliares es una de las Unicas membranas que impide el

paso de la mayoria de las moléculas, incluyendo antibiéticos y proteinas. En este
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sentido, la barrera hemato-acuosa funciona como impedimento para el acceso de los
farmacos a los tejidos profundos de la estructura ocular (Cholkar et al, 2013).

Por lo expuesto anteriormente, se puede concluir que la estructura anatémica del
ojo asi como los mecanismos fisiologicos de lavado de sustancias presentes en la
superficie ocular, hacen que la administracion tépica de medicamentos se vuelva
ineficiente.

Sélo el 2-5% del farmaco administrado alcanza los tejidos intraoculares diana. Las
microemulsiones o/w aumentan la solubilidad aparente en agua de farmacos
hidrofobos. Tras la instilacion, las gotas de aceite actuarian como reservorio liberando
de modo continuo el farmaco al film lagrimal a medida que este va difundiendo a traves
de la cornea (Peng et al, 2011). Estos sistemas, también incrementan la permeabilidad
corneal, efecto que sumado a las propiedades de liberacion sostenida los convierten en
un vehiculo atractivo para la administracién ocular de medicamentos (Bachu et al,

2018).

GLAUCOMA

Se puede definir al Glaucoma como un grupo de trastornos oculares de etiologia
multifactorial unidos por una caracteristica clinica, la neuropatia Optica, que es
potencialmente progresiva (Foster et al, 2002).

Esta enfermedad, se caracteriza por un aumento de la presion intraocular asociada a
la pérdida de la visién gradual consecuencia de dafios en el disco éptico. Usualmente,
no genera sintomas y constituye la segunda causa de ceguera a nivel mundial (Gooch et
al, 2012).

El aumento de la presién intraocular (PIO) (superior a los 21 mmHg) se debe
fundamentalmente a un desequilibrio entre la produccion y el drenaje del humor
acuoso debido fundamentalmente al fendmeno de resistencia a la salida del mismo
hacia la circulacion sistémica (Andrew, Franzco y Casson, 2020; Carreon et al, 2017;
Kaufman y Rasmussen, 2012). La presencia de altos niveles de (PIO) constituye el factor
de riesgo mas importante asociado al inicio y progresion de la enfermedad (Caprioli,

2008) siendo el Unico que actualmente puede ser controlado y tratado.
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De este modo, la disminucion de la PIO constituye la terapia mas eficiente y
clinicamente aceptada para evitar el deterioro del nervio dptico y la progresion de la
pérdida visual. Actualmente, la farmacoterapia se basa en el empleo de gotas oftalmicas
y geles que posibilitan alcanzar valores de PIO mas bajos, al disminuir la produccién de

humor acuoso o estimular su salida (Gooch et al, 2012).

DESVENTAJAS DE LA ADMINISTRACION TOPICA EN PACIENTES CON GLAUCOMA

La pérdida de vision a causa de glaucoma no es recuperable. De este modo, todos los
tratamientos tdpicos de la enfermedad estan destinados a prevenir el dafio, méas que a
mejorar la funcion visual. Consecuentemente, el paciente no suele observar beneficios
inmediatos tras la administracion del/los colirios lo que deriva en un incumplimiento
del tratamiento tdpico constituyendo esto la principal causa de avance de la
enfermedad (Gooch et al, 2012).

Por otra parte, la variacion fisiologica de la PIO ocurre en ciclos ritmicos regulares,
compensados a través de la activacion de mecanismos tendientes a preservar el tejido
ocular. Si este estado estacionario se perturba, por incrementos irregulares/anormales
de la PIO, el tejido no logra compensar la variacion en la presion dafidndose a largo
plazo (Caprioli, 2008).

Resulta necesario mencionar que, si bien las gotas antiglaucomatosas disminuyen
efectivamente la PIO, son incapaces de mantener los niveles de presién bajos.
Consecuentemente, si sumado al aumento anormal de la tensién intraocular, el
paciente no respeta la frecuencia de aplicacion, el control de la presion ocular se
vuelve deficiente. Las fluctuaciones diarias, semanales e incluso mensuales hacen que la
enfermedad progrese generandose una importante pérdida de vision (Gooch et al,
2012).

Por todo lo expuesto, se presume que lo ideal es el empleo de formulaciones topicas

que presenten un perfil de liberacion sostenido.

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE GLAUCOMA

Los agentes terapéuticos empleados para el tratamiento de la enfermedad de

glaucoma reducen la presion intraocular, limitando la produccion de humor acuoso en
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los procesos ciliares y estimulando la salida a través de la malla trabecular. Entre los
farmacos que se usan para el tratamiento de glaucoma se incluyen: Antagonistas Beta
Adrenérgicos, Agonistas Alfa Adrenérgicos, Anédlogos de Prostaglandinas e Inhibidores
de Anhidrasa Carbdnica (IAC) (Chen et al, 2019).

INHIBIDORES DE ANHIDRASA CARBONICA (IAC)

La Anhidrasa Carbonica (AC) es una enzima que cataliza la reaccién de H,O + CO,
para formar H*y HCO5". El HCO3™ es el ion responsable del movimiento de los iones a
nivel ocular.

El agua acompafa al ion Na* para formar el humor acuoso. La inhibicion de la
Anhidrasa Carbdnica (AC) por agentes como Acetazolamida (ACZ) disminuye la
concentracion de HCOs y el flujo de Na* agua hacia la cAmara posterior resultando
entonces una disminucién en la produccién del humor acuoso y por lo tanto una

reduccion de la PIO (Hollo, 2015).

MEDICACION SISTEMICA

ACZ en forma topica no se encuentra disponible en el mercado como consecuencia
de sus principales limitaciones: la baja solubilidad acuosa (0,7 mg/ml) y el reducido
coeficiente de permeabilidad (4,1x10° cm/seg) (Kaur et al, 2002; Kaur, Singh y Kanwar,
2000).

En nuestro pais los inhibidores de anhidrasa carbdnica empleados, ACETA
(Laboratorio NOVOPLOS) y DIABO (Laboratorio MAX VISION), se comercializan como
comprimidos de 250 mg; en otros paises en la forma de comprimidos de 125 o 250 mg
y capsulas de liberacion sostenida de 250 o 500 mg. Cabe destacar que, la méxima
reduccion de PIO (valores que superan el 20 al 30%) se obtiene con comprimidos de
250 mg 4 veces diarias o de 500 mg de liberacion sostenida 2 veces por dia.
Consecuentemente, para obtener una disminucion adecuada de la PIO se requieren
altas dosis lo que esta directamente relacionado con la aparicién de efectos adversos
(Kaur et al, 2002).

Entre los efectos secundarios se incluyen: miopia, fotosensibilidad, urticaria,

hematuria, parestesias en extremidades, perturbaciones gastrointestinales, nauseas,
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anorexia, diarrea y constipacion. Asimismo, eventualmente ACZ puede causar
complicaciones que incluyen Sindrome de Steven Johnson, eritema multiforme,
necrolisis epidérmica toxica, acidosis metabdlica, anafilaxia, delirio agudo y depresion

(Lehmann-Horn, Ridel y Jukart, 2004).

MEDICACION TOPICA

Desde hace afios, resulta atractivo el disefio de formulaciones tdpicas de IAC capaces
de evitar los efectos sistémicos del medicamento administrado via oral. El principal
objetivo estuvo orientado a mejorar permeacion del farmaco en corneay la solubilidad
en agua, habiéndose disefiado formulaciones topicas de ACZ e IACs tentativas, que
incluian el empleo de elevadas concentraciones del farmaco, sales de ACZ vy sales de
IAC (Lotti, Schmitt y Gautheron, 1984), analogos de IAC asi como nuevos sistemas de
liberacion: liposomas (El-Gazayerly y Hikal, 1997), ciclodextrinas (Loftsson et al, 1994),
entre otros.

Referido a las modificaciones estructurales, se efectuaron variaciones de los IAC
existentes resultando finalmente el desarrollo de dos formulaciones tépicas efectivas:
Dorzolamida (DZ) (Trusopt, Merck e Co., Inc., Rahway, NJ) y Brinzolamida (BZ) (Azopt,
Laboratorio ALCON, Inc., Houston, Texas). Estas formulas constituyeron los primeros
IAC topicos aprobados por la US-FDA para el tratamiento del glaucoma primario de
angulo abierto (Reolini y De Vience, 2020).

Si bien la aplicacién oftalmica de los compuestos anteriormente mencionados logro
reducir la incidencia de efectos adversos ocasionados tras la administracion oral, se ha
observado absorcion a nivel sistémico pudiendo tener lugar el mismo tipo de efectos
adversos y reacciones atribuibles a las sulfonamidas administradas via oral.

Por otra parte, se comprobd que en ensayos clinicos, el Clorhidrato de (DZ) (2%)
presenta menor efectividad que ACZ administrada sistémicamente.

Entre los IACs disponibles, la administracion oral de ACZ continta siendo la opcion
mas efectiva para el tratamiento de glaucoma (Kaur, Singh y Kanwar, 2000).

Timolol (TM) es un beta blogueante no selectivo que al igual que el resto de los
farmacos incluidos en este grupo compite con las catecolaminas por los receptores beta

adrenérgicos. Es soluble en agua y atraviesa con facilidad la cdrnea. Esta
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comercialmente disponible como maleato de TM a concentraciones 0,1%, 0,25%, 0,5%
siendo esta Ultima concentracion la méas empleada (Dunn y Frohlich, 1981).

Un interesante trabajo fue el realizado por Berson y Epstein (1981) quienes
compararon la disminucion de la PIO tras la administracién de ACZ oral, TM topico y la
combinacién de los anteriores, habiéndose observado un aumento en la efectividad
relacionado a la asociacion de farmacos.

Por otro lado, se determind la administracion concomitante de DZ al 2% (tres veces
por dia) con TM 0,5% (dos veces diarias), mostraba un efecto aditivo en pacientes con
glaucoma de angulo abierto o hipertension ocular (Michaud y Friren, 2001).

Asimismo, la asociacion de BZ-TM produce un descenso similar al producido por DZ-
TM. No obstante, la aparicion de efectos secundarios resulta inferior para la asociacion
TM-BZ respecto de TM-DZ, observdndose un menor grado de irritacion local (Altafini et
al, 2015; Sall y The Brinzolamide Primary Therapystudy Group, 2000).

Lo antes descripto justifica el empleo de una combinacion ACZ-TM como modelo
capaz de inferir la potencialidad de las microemulsiones como sistemas portadores de

farmacos hidrofébicos e hidréfilos de uso oftalmolégico.

DISENO DE FORMULACION TOPICA DE ACETAZOLAMIDA

CONSIDERACIONES INHERENTES A LA FORMULA

Un gran nimero de factores pueden causar irritacion ocular una vez instilada la gota,
entre ellos se incluyen: el volumen instilado, el pH, la osmolaridad y caracteristicas
quimicas del farmaco.

Estos factores pueden aumentar el drenaje lagrimal por efecto reflejo lo que
posiblemente disminuya la biodisponibilidad ocular del farmaco y deben ser
contemplados durante el proceso de disefio de la férmula. Asimismo, deben
considerarse aspectos asociados a la seguridad de la formulacion tales como: su
esterilidad, toxicidad e irritacion ocular asi como la cantidad de conservantes a ser
empleada (Van Ooteghem, 1993).

En este sentido, cabe aclarar que si bien se han evaluado los factores anteriormente
mencionados, no ha sido el objetivo de este trabajo de tesis analizar en detalle los
efectos inherentes a los aspectos antes citados dado que la complejidad de los

fendmenos involucrados hubiera derivado en la utilizacion de un nimero grande de
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animales de experimentacion, siendo otro el enfoque primario de nuestras

investigaciones.

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL FARMACO

Las propiedades fisicoquimicas més importantes en términos de biodisponibilidad
ocular son aquellas que afectan la permeabilidad en cornea. Esto incluye la
hidrofobicidad reflejada a través del coeficiente octanol/agua (P), la carga y

propiedades &cido-base determinadas por su pka.

COEFICIENTE DE PERMEACION
La lipofilia y la permeabilidad corneal tienen una relacién sigmoidea. Como se

menciond anteriormente, resulta més féacil que un medicamento lipofilico penetre a
través del epitelio corneal. La lipofilia de una molécula, se mide utilizando un
coeficiente de particion (P) que se define como la relacién de concentracién de soluto
solubilizado en octanol y agua. Valores de log P que varien de 2 a 4 dan como resultado
una Optima permeacion a nivel corneal. No obstante, la capa interna de la cérnea
(estroma) requiere mayor hidrofilia para una permeacion adecuada. Por lo tanto, para
que un medicamento tenga una penetracion 6ptima a través de la cornea, debe estar
no ionizado, y presentar una solubilidad acuosa y lipofilia 6ptimas (Khurana et al, 2014).
Solo los farmacos con coeficientes de particion (P) entre 10-100, que muestren
propiedades de solubilidad tanto en agua como en lipidos son capaces de pasar a
través de la cornea (Rupenthal y Alany, 2008).
El log P (ACZ) a pH 7,39=-0,26 (Berthod et al, 1999).

De este modo, en el caso de compuestos idnicos (acidos y bases débiles), la
permeacion estd determinada por el equilibrio entre la forma ionizada y la no ionizada

tanto en el sistema de liberacién como en el fluido lagrimal.

pKa
Como se ha mencionado anteriormente, para que un farmaco pueda ejercer su
accion a nivel intraocular, debe atravesar el film lagrimal y la cdrnea. Su pasaje a través

de barreras hidrofilas y lipofilas quedaré condicionado por su tamafio molecular y pKa;
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este Ultimo y el pH del medio determinan la fraccion ionizada (polar) y no ionizada
(apolar).

La carga de la molécula ejercerd efecto en la permeacion. Los espacios intercelulares
del epitelio corneal, a pH fisioldgico, estan cargados negativamente. Esto se debe a la
presencia de grupos carboxilos en las proteinas de las uniones estrechas. Como
resultado, las moléculas cargadas negativamente experimentan dificultad en la
permeacion debido a las fuerzas de repulsion generadas. Asimismo, la interaccion i6nica
entre moléculas cargadas positivamente y los mencionados grupos carboxilicos,
también representa un obstaculo para la permeacion (Nettey et al, 2016).

En la Figura 2.5, se esquematiza el proceso de permeacion de un farmaco a través de
la cornea. Una vez administrado, éste requiere de cierta hidrosolubilidad para
disolverse en la capa acuosa de la pelicula de fluido lagrimal; tras la disolucion sera la
fraccion no ionizada la que atravesara con facilidad el epitelio de la corneay accedera al
estroma desde donde la forma ionizada difundird fécilmente hasta alcanzar el
endotelio. Nuevamente, la fraccién no ionizada atravesard con mayor facilidad el

endotelio alcanzando el humor acuoso (Domenech et al, 2013).

H —— ﬂ Fluido lagrimal (alcalino)
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ACZ es levemente é&cida (pka= 7,2) por lo que el incremento del pH entre 6-8
aumentaria la fraccion de farmaco ionizado disminuyendo la permeacion en cornea.
Asimismo, el pH de la formulacion debe mantenerse acido (menor a 5) para evitar,

ademas, su degradacion (Parasrampuria,1998).

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO II: MICROEMULSIONES COMO VEHICULOS PORTADORES DE FARMACOS OCULARES.
92

TAMANO MOLECULAR

El tamafio molecular del fa&rmaco tiene un efecto en la absorcidn corneal. La crnea
es impermeable a moléculas mayores de 5.000 Da, sin embargo los tejidos conjuntivales
admiten la permeacion de compuestos que superan los 20.000 Da (Rupenthal y Alany,
2008).

CAPACIDAD DE BUFFER Y pH

El pH normal del fluido lagrimal es 7.4. Las formulaciones oculares idealmente deben
ser formuladas entre pH 7,0 y 7,7 para evitar la irritacion del ojo. No obstante, en la
mayoria de los casos, el pH necesario para la solubilidad o estabilidad méaxima del
farmaco puede estar fuera de este rango (Rupenthal y Alany, 2008).

Cabe destacar que, diferentes valores de pH pueden ser tolerados a nivel ocular; si la
preparacion se encuentra ligeramente tamponada, las lagrimas son capaces de ajustar
el pH a niveles fisioldgicos. Consecuentemente, el pH de las sustancias terapéuticas

aplicadas en forma de gotas puede variar desde 3,5 hasta 8,5 (Ammar et al, 2009).

PRESION OSMOTICA

La osmolaridad del fluido lagrimal depende principalmente del nimero de iones
disueltos en la capa acuosa del film lagrimal y normalmente oscila entre 310 y 350
mOsm/kg (Rupenthal y Alany, 2008).

Cuando se instila una solucion oftalmica, esta se mezcla con el fluido lagrimal
resultando una presion osmatica que es dependiente de la osmolaridad de las lagrimas,
de la de la formula y del volumen administrado.

En general, las soluciones hipot6nicas son mejor toleradas por los tejidos oculares
que las hipertdnicas, que conducen a un aumento de la secrecion lagrimal (Rupenthal y
Alany, 2008).

Si la tonicidad de la formulacién es menor a 100 mOsm/kg o superior a 640 mOsm/
kg, la formula se convierte en irritante, induce lagrimeo reflejo y parpadeo, y es por lo
tanto, probable que se reduzca la biodisponibilidad de los fA&rmacos instilados (Ammar

et al, 2009).
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No obstante, se ha reportado para microemulsiones que rangos entre 1.200-2.400
mOsm/kg no causaron irritacion. Asimismo, la osmolaridad de férmulas no isotonicas se
recupera 1 a 2 min transcurrida la instilacion, dependiendo del tamafio de la gota

(HaBe y Keipert, 1997).

VISCOSIDAD

La instilacion de una férmula puede influir en el comportamiento normal de
lagrimas. Por lo general, los sistemas con baja viscosidad permiten una buena tolerancia
y escaso dolor y parpadeo luego de la aplicacion. Sin embargo, los sistemas de mayor
viscosidad, aunque resultan menos tolerados, inducen un aumento en tiempo de
contacto ocular mediante la reduccion de la tasa de drenaje lagrimal y, como
consecuencia, mejoran la biodisponibilidad (Zignani, Tabatabay y Gurny, 1995).

Se requiere para las gotas oftélmicas una viscosidad inferior a 20,0 mPa: (Peng et al,

2011).

TENSION SUPERFICIAL

La pelicula lagrimal se desestabiliza cuando la tension superficial de gotas oftalmicas
es mucho menor que la tension superficial del fluido lagrimal (40-50 mN/m).

La presencia de valores de tension superficial semejantes al de las lagrimas garantiza
un buen efecto difusor en cdrnea y por tanto, mejor capacidad de interaccion entre el

farmaco y el epitelio corneal (Ammar et al, 2009).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Obtencion de un sistema o/w que pudiera formarse con un porcentaje minimo
de agentes surfactantes y solubilizar en simultaneo Optimas cantidades de
farmacos con escasa solubilidad acuosa (ACZ) e hidrosolubles (TM), destinados

particularmente al tratamiento de la enfermedad de Glaucoma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar estudios in vivo en animales de experimentacion (conejos) que permitan
determinar el grado de irritacion de las formulas seleccionadas (caracterizadas

en el capitulo anterior) a fin de evaluar la factibilidad de aplicacion a nivel ocular.

- Desarrollar técnicas analiticas que permitan determinar la concentracion de

farmaco (ACZ) efectivamente cargada en las microemulsiones disefiadas.

- Evaluar la perfomance de las microemulsiones obtenidas desde el punto de vista

farmacéutico a través de ensayos in-vivo efectuados sobre conejos.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Surfactantes: Brij 35, Cremophor El, Tween 80 (Sigma Aldrich). Fase interna: Aceite
Esencial de Citronella (Parafarm). Polimeros no ionicos: Polietilenglicol 400 (PEG 400 -
cosurfactante/cosolvente)  (Parafarm),  Propilenglicol  (cosurfactante-cosolvente)
(Parafarm). Farmaco soluble en la fase acuosa externa: Timolol Maleato (TM)
(Parafarm). Farmaco a solubilizar en la estructura interna de la microemulsion:
Acetazolamida (ACZ) (Parafarm). Fase externa: Solucion Fisioldgica.

Productos comerciales antiglaucomatosos:

AZARGA (Brinzolamida 10 mg/ml —5 mg/ml de Timolol Base como Timolol Maleato)-
Lab Alcon.

Solucién Comercial Timolol Maleato (5 mg/ml de Timolol Base) - Lab. Sidus.

ANIMALES

Se utilizaron conejos albinos tipo New Zealand de 2 a 2,5 kg.

El procedimiento de manejo animal estuvo conforme a la ARVO (Asociacion para la
Investigacion en Vision y Oftalmologia) atendiendo a una resolucién (European
Communities Council Directive-86/609/CEE) sobre el uso de animales en la
investigacion y a lo estipulado por Comité de ética de protocolos experimentales en el
uso de animales en proyectos cientificos, correspondiente a la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba.

Los conejos fueron provistos de agua y alimentos ad libitum y se encontraban en un
ambiente de temperatura controlada de 21 °C £ 5 expuestos a ciclos 12 h luz - 12 h
oscuridad. Luego de una semana de adaptacion en las instalaciones, los animales fueron

admitidos para las sesiones experimentales.
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METODOS
VISCOSIDAD

Las mediciones de viscosidad se realizaron por triplicado a 25 + 0,1 °C usando un
viscosimetro AND SV-10.

DENSIDAD

Las mediciones de densidad se efectuaron por triplicado a 25 °C, con un densimetro
Anton Para DMA 35 N.

TENSION SUPERFICIAL

Las mediciones de la tensidn superficial fueron llevadas a cabo a 25 °C usando un

Tensiémetro Kruss.

pH

El pH se midi6 a 25 °C utilizando pHmetro Orion 710 A.

OSMOLARIDAD

Las mediciones de la osmolaridad se realizaron por triplicado con un Osmémetro
Osmomat 030-D crioscépico, utilizando una solucion de cloruro de sodio como
referencia (0,303 Osm/kg).
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RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE COMPONENTES

A los fines de evitar irritacion de los tejidos oculares, el empleo de excipientes
biodegradables con perfiles de seguridad conocidos adquiere particular importancia en
la fabricacion de formas farmacéuticas de uso oftalmico. Los tensioactivos no i6nicos,
tales como Tween 80, Cremophor RH 40, Span 60 y Brij 35 se incluyen en la Guia de
Excipentes aprobados y recomendados como seguros por la FDA (FDA IIG).

Estos surfactantes tienen aplicacion en la administracion de farmacos de uso
oftdlmico al exhibir menor toxicidad e irritacion ocular y mayor biocompatibilidad
respecto de los surfactantes anidnicos, catiénicos y anfoteros. Ademas, muestran una
gran tendencia a mantenerse proximo al pH fisiologico (Mazyed y Abdelaziz, 2020).

Tween 80 ha sido clasificado practicamente como no irritante. Debido a su
seguridad, es ampliamente empleado en preparaciones oftalmicas encontrandose
incluido dentro de los listados sugeridos por la Farmacopea de Estados Unidos, la
Farmacopea Europeay Japonesa.

Por otro lado, segun informacién procedente del fabricante, la instilacion de 0,05 ml
de Cremophor El en el saco conjuntival de conejos causa irritacion leve, la cual
desaparece al término de unas pocas horas. No obstante, la administracion ocular de
soluciones de Cremophor EL al 30%, no genera irritacion alguna (Ammar et al, 2009).

Finalmente, a través de estudios se ha comprobado que la combinacion de
Cremophor EL, Tween 80 (1:1) logra incrementar la solubilidad de algunos aceites,
resultando ello en un aumento del area de existencia de la microemulsion (Ammar et al,
2009). Sumado a esto, ambos surfactantes demostraron capacidad promotora de la
permeacion corneal (Van der Bijl, Van Eyk y Meyer, 2001).

Por otra parte, Brij 35, Brij 78, Brij 98 se encuentran dentro de los tensioactivos no
ionicos para los cuales se report6 un incremento significativo de la permeacion corneal
a concentraciones del 0,05% (Saettone et al, 1996; Burgalassi et al, 2001).

Ademés de lo expuesto anteriormente, otro criterio adicional empleado para la

seleccion de surfactantes fue el valor de BHL. Desde el punto de vista tedrico, los
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surfactantes con valores de BHL bajos (3-6) se emplean para la formacién de
microemulsiones w/o0. No obstante, los tensioactivos con BHL elevados (8-18) resultan
necesarios para la formacion de microemulsiones o/w (Manoharan, Basakar y Singh,
2010; Preethi etal, 2015). Asi, los surfactantes empleados Tween 80, Cremophor El, Brij
35 presentan valores de BHL de 15, 12-14, 16,9 respectivamente (Ammar et al, 2009;
Tiirkytimaz et al, 1998).

En lo referente a las fases internas empleadas, se ha detectado especial afinidad
entre el sistema de surfactantes seleccionado y los aceites esenciales (aceite de
citronella, aceite de geranio) asi como sus componentes (geraniol).

Estos aceites o los compuestos fitoquimicos que los constituyen consisten por lo
general en una mezcla de componentes que es probable que, al contener cadenas
hidrocarbonadas considerablemente mas cortas que la region hidr6foba constituida por
los surfactantes poliméricos empleados, otorguen al aceite una mayor capacidad de
penetracion en la region interfacial de los tensioactivos resultando en una eficiente
formacion del sistema (espontaneidad de formacion) asi como en un aumento de la
solubilidad de la fase oleosa.

La presencia de grupos polares en la estructura del aceite podria, también, dar lugar
a fuertes interacciones entre los surfactantes lo que disminuye la tension interfacial
favoreciendo la formacion de microemulsiones (Peng et al, 2011; Minafia-Perez et al,
1995).

Asimismo, se afiadieron cosolventes (Propilenglicol y Polietilenglicol) con el objeto de
aumentar la solubilidad del farmaco y estabilizar la fase dispersa. Estos compuestos,
crean un ambiente mas hidréfobo al reducir la constante dieléctrica del agua e
incrementar la cantidad de moléculas de surfactante presentes en fase acuosa. Referido
a esto Ultimo, la disponibilidad de monémeros de surfactante, favoreceria la solubilidad
del farmaco al crear regiones hidréfobas en la fase externa.

Dichos solventes orgénicos disuelven, ademas, gran cantidad de principio activo
hidrofébico o surfactantes hidrofilos en bases lipdfilas actuando también como
cosurfactantes en emulsiones y microemulsiones (Preethi, Kaushik y Chanky, 2015;

Chavda y Shah, 2017; Tekade et al, 2017)
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Cabe destacar que se han evidenciado mejoras en el perfil de liberacién de farmacos

las cuales estarian directamente asociadas a las cantidades de estos co-

surfactantes/cosolventes incorporados a las formulaciones (Sapra et al, 2012).

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA - FORMULA FINAL DE CITRONELLA Y PRECURSORES

MEDICION DE TAMANO PARTICULAR, VISCOSIDAD, DENSIDAD, PH, OSMOLARIDAD

SISTEMA CITRONELLA - BRIJ 35 - CREMOPHOR EL - TWEEN 80 - AGUA BIDESTILADA

(SISTEMA 1)

CREMOPHOR EL (2,38%) - BRIJ 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76 %) -
ACEITE DE CITRONELLA (2,38 %) - AGUA BIDESTILADA (88,10 %).
NUMERO DE

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

Hl MUESTRAS EVALUADAS (n=3)

I
I
: VISCOSIDAD 1,75+0,02 cP (25 °C)
I
I
I /s
I
I
I
I
I
I
I
I
I

COMPOSICION

DENSIDAD 1,0047 +0,0002 g/ml (25 °C)

pH 6,14+0,16 (25 °C)

OSMOLARIDAD

82 mOsm/kg
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Z-Average (d.nm): 9,734
Pdl: 0,139

Intercept: 0,950
Result quality Good

CREMOPHOR EL (2,38%) - BRIJ 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76%) -
ACEITE DE CITRONELLA (2,38 %) - SOLUCION FISIOLOGICA (88,10%).

Diam. (nm)

Peak 1: 11,37
Peak2: 0,000
Peak3: 0,000

(n=3)

33,7+ 0,06 mN/m

1,85+ 0,03 cP (25 °C)

1,0105 +0,0002 g/ml (25 °C)

5834004 (25

405 mOsm/kg

% Intensity  Width (nm)

100,0 4371
0,0 0,000
0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

£ 10 r = -/v\ v 1 )

z, MR 1T : 5

gs ------ 1” -\- . B

g T IR IR

i LA IR

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

(SISTEMA I1)
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Tras haber realizado algunas modificaciones sobre el Sistema Il, (adicion de
polimeros a la fase externa, adicién de farmacos lipo e hidrosolubles) se obtuvo la

formula final, destinada a la aplicacion ocular (SISTEMA I11).

SIST. CITRONELLA - ACZ- CREMOPHOR EL - BRIJ35 - TWEEN8O - TIMOLOL MALEATO -
SOLUCION FISIOLOGICA - POLIMEROS

(SISTEMA I11)

CREMOPHOR EL (2,33%) - BRIJ 35 (2,33 %) - TWEEN 80 (4,66 %) - ACEITE DE CITRONELLA
(2,33 %) —SOLUCION FISIOLOGICA (86,29%) — PEG 400 (0,69%) — PROPILENGLICOL (0,52%)
ACZ (0,26%) — TIMOLOL MALEATO (0,59%)

I
|
I
I
|
|
e | 0=
)
|

2,42+0,03¢P (25°C) I
I

e | e
I
B
I

I

I

I

I

|

I

I

I

|

I

I

I

COMPOSICION

OSMOLARIDAD 636 mOsm/kg

RESULTS

I

I

I
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm) 1

Z.Average (d.nm): 10,25 Peak 1: 11,62 100,0 4,385 :
Pdl: 0,155 Peak2: 0,000 00 0,000 1

Intercept: 0,928 Peak3: 0,000 00 0,000 I

1

Result quality Good 1
}

I

I

I

I

I

I

I

I

Size Distribution by Intensity

(SISTEMA 111)

Intensity (%)
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

T T T T T T T T Bl
FIGURA 2.6: FOTOGRAFIAS MICROSCOPIA ELECTRONICA - SISTEMA I1I I

Referido a la medicion de los parametros fisicoquimicos, es importante destacar que,
como se menciond anteriormente, el objetivo central de esta Tesis ha sido el disefio de
microemulsiones capaces de transportar farmacos de diferente solubilidad y la
evaluacion preliminar de su potencial aplicacién topica, no siendo nuestra prioridad la

obtencidn de una forma farmacéutica final considerando todas las variables.

EVALUACION DE CAPACIDAD DE CARGA DEL SISTEMA: HPLC

HPLC: para determinar la concentracion de farmaco incorporado al sistema se utilizd
Cromatografia Liquida de Alta Performance.

El sistema HPLC estaba compuesto por una bomba AGILENT 1100 HPLC, y un
detector AGILENT 1100 HPLC (Agilent Technologies). La medicion se realiz6 a 245 nm.

La muestra fue cromatografiada en una columna fase reversa Luna_ C18 (250 X
4.6mm, 5 um, Phenomenex) con una precolumna del mismo material de 2x8 mm.

La fase movil, consistié en 20 % Acetonitrilo (ACN) y 80% de solucion buffer 0,1 M de
acetato de ajustada a pH 4,5 con &cido acético glacial. El flujo de esta fase fue de 1

ml/min. La columna se encontraba termostatizada a 25 °C.
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Vehiculos ensayados, véase Tabla 2.1.

- Microemulsion Citronella - Solucion Fisiolégica - Polimeros (PEG 400 -

Propilenglicol)

- Microemulsion Citronella - Solucion Fisioldgica

- Microemulsion Citronella - Agua Bidestilada

- Solucién Micelar - Solucion Fisioldgica

- Solucion Fisioldgica - Polimeros

- Agua Bidestilada

- Solucion Fisiol6gica

- Aceite de Citronella

Estos vehiculos se dejaron en contacto durante 24 h con ACZ a fin de obtener
muestras saturadas de farmaco. Luego, se tomé una alicuota de 0.3 ml de cada muestra
(Microemulsion Citronella - ACZ - Solucion Fisioldgica - Polimeros; Microemulsion
Citronella - ACZ - Solucidn Fisioldgica; Microemulsion Citronella - ACZ - Agua Bidestilada;
Solucién Micelar - ACZ - Solucion Fisioldgica; Solucion Fisioldgica - Polimeros - ACZ;
Agua Bidestilada - ACZ; Solucion Fisioldgica - ACZ; Aceite de Citronella - ACZ) la cual se
diluy6 hasta 5 ml en metanol. Posteriormente, de esa solucién se tomo una alicuota de

1 ml alos fines de la inyeccion en el Cromatografo.

HPLC: COMPOSICION (% P/P) DE LOS VEHICULOS ENSAYADOS

VEHICULOS ENSAYADOS PARA -
LA DETERMINACION DE ACZ (HPLC) COMPOSICION

%) - A %) -
MICROEMULSION CITRONELLA - SOLUCION FISIOLOGICA - Acg?é'ﬂ?gﬂ%ﬁ'&ﬁﬁf )35.;')“_153&(58504,’3 FL‘?{;L%‘G?S}(‘(;? é’; %)-
POLIMEROS (PEG 400 - PROPILENGLICOL) PEG 400 (0,70%) - PROPILENGLICOL (0,52%).

: : g CREMOPHOR EL (2,38%) - BRI 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76%) -
RO N eR Enien Tl SolEo (HELOEER ACEITE DE CITRONELLA (2,38 %) - SOLUCION FISIOLOGICA (88,10%).

: CREMOPHOR EL (2,38%) - BRIJ 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76 %) -
AEIEIE YIS CR @O LA AR HITESTILARE ACEITE DE CITRONELLA (2,38 %) - AGUA BIDESTILADA (88,10 %).
5 : 5 ; CREMOPHOR EL (2,44%) - BRIJ 35 (2,44%) - TWEEN 80 (4,87%)
SOLUCIGN MICELAR - SOLUCIGN FISIOLOGICA ST e

SOLUCION FISIOLOGICA-POLIMEROS PEG 400 (0,80 %) - PROPILENGLICOL (0,60%) -
% SOLUCION FISIOLOGICA

: TABLA 2.1: COMPOSICION (% P/P) DE LOS VEHICULOS ENSAYADOS (HPLC). |
| NOTA: SE ENSAYARON TAMBIEN LAS FASES: EXTERNAS (AGUA BIDESTILADA; SOLUCION FISIOLOGICA) E INTERNA :
: (ACEITE ESENCIAL DE CITRONELLA). I
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HPLC: RESULTADOS OBTENIDOS

y = 2,9330E*"x + 3,3458E"*
R2 =9,9998E™

| TABLA2.2: SOLUBILIDAD DE ACZ EN SOLUCION MICELAR, MICROEMULSIONES DE CITRONELLA Y DIFERENTES |
| FASES DE LA FOJRMULA DISERIADA (*) EL VALOR DE SOLUBILIDAD DE ACZ EN EL VOLUMEN DE ACEITE CONTENIDO |
i EN LA FORMULA ES DE 0,79 £0,01 MG. !

SOLUCION MICELAR - ACZ - SOLUCION FISIOLOGICA 20,67+0,16

AGUA BIDESTILADA - ACZ 6,74+0,16

SOLUCION FISIOLOGICA - ACZ 6,66 10,16

SOLUCION FISIOLOGICA-POLIMEROS - ACZ 6,70+0,16

ACEITE DE CITRONELLA - ACZ 26,32+0,18 (*)

: LOS INTERVALOS DE CONFIANZA AL 95% PARA LAS MUESTRAS SE CALCULARON SEGUN [ESTADISTICA Y |
QUIMIOMETRIA PARA QUIMICA ANALITICA, MILLER, N. J. & MILLER, J. C. PEARSON EDUCACION, MADRID, 2002.] |

|
L e il

Como se puede observar en la Tabla 2.2, la solubilidad de ACZ en la Solucién Micelar
y en la Microemulsion de Citronella con mayor capacidad de carga, fue de 20,67 mg/10
ml'y 37,17 mg/10 ml, respectivamente.

Los sistemas coloidales disefiados lograron incrementar la solubilidad aparente de
ACZ respecto de la solubilidad en la solucién empleada como fase externa, segln se
detalla a continuacion:

v 4,5 veces en el caso de la Microemulsion.

v 2 veces en el caso del Sistema Micelar.

La capacidad de una microemulsién o/w para aumentar la solubilidad del farmaco
respecto de la micela equivalente depende tanto de la solubilidad del principio activo
en la fase dispersa como de la localizacion del farmaco en la interfase constituida por

los agentes tensioactivos/cotensioactivos. Referido a esto, dado el reducido valor de
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solubilidad obtenido para ACZ en el Aceite de Citronella, es probable, el sitio de
preferencia del farmaco se encuentre en la interfase de la microemulsion y en el
corazon hidréfobo de la Micela. De este modo, se podria atribuir la diferencia de
solubilidad entre ambos sistemas a la mayor capacidad de carga del film interfacial
respecto del entorno hidrofobo presente en la estructura micelar (Narang, Delmarre y

Gao, 2007).

RESULTADOS - ENSAYOS IN-VIVO

PRUEBAS DE IRRITACION OCULAR: TEST DRAIZE

La prueba ocular Draize “Draize Eye Test” (DET), originalmente pensada en 1944
como prueba destinada a evaluar los efectos potencialmente nocivos de los
compuestos quimicos en piel, se ha empleado también para predecir el potencial
efecto irritante de los productos quimicos a nivel ocular (Secchi y Deligianni, 2006).

El DET se considera la prueba (protocolo estandar) universalmente aceptada asi
como el método formalmente aprobado para alcanzar los propdsitos anteriormente
mencionados.

A lo largo de las dltimas décadas, se han propuesto varias versiones con una amplia
gama de modificaciones. No obstante, siempre se han conservado los principales
lineamientos del protocolo original (Secchi y Deligianni, 2006).

El método original consiste en aplicar las sustancias a ser ensayadas en el saco
conjuntival inferior de los animales, registrar y puntuar los dafios (signos de
enrojecimiento, hinchazén, secrecién, ulceracién o cualquier otro tipo de lesion) en
cornea, iris y conjuntiva por hasta 14 dias y el dia 21 si la recuperacion no ocurre antes
de dicho periodo de tiempo.

Generalmente, se prefieren conejos a otros animales de experimentacion debido al
tamario ocular (ojos grandes), a que la anatomia y fisiologia del globo ocular del conejo
ha sido bien estudiada y a la elevada disponibilidad y facilidad de acceso desde el punto
de vista econdmico (Wilhelmus, 2001).

Sin embargo, se han surgido algunas criticas referidas al empleo del test, en su

mayoria relacionadas a diferencias existentes entre el ojo del conejo y el humano.
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Consecuentemente, se estima una sobrevaloracion de los efectos nocivos y de los
posibles efectos relevantes dado que se ha demostrado que los conejos presentan
respuestas irritativas mas intensas que el humano (Lotti, Schmitt y Gautheron, 1984).
En este sentido, el animal puede ser considerado como un modelo hiper-reactivo.
Ademés, se sabe que la superficie epitelial de la cornea humana es mucho menos
permeable a soluciones hidréfilas. Asimismo, los conejos presentan una cornea mas
delgada sin membrana de Bowman.

Por otra parte, existen razones anatémicas y fisioldgicas que imposibilitan definir con
claridad la relacion entre la cantidad administrada de farmaco y la que realmente se
encuentra en la superficie ocular del conejo, asi como el tiempo real de exposicion
(Secchi y Deligianni, 2006). Entre las razones anatomicas se encuentra la presencia de la
membrana nictitante o tercer parpado en el ojo del conejo. Se cree que esta membrana
al deslizarse horizontalmente sobre el ojo podria servir de ayuda para la eliminacion de
sustancias irritantes que se encuentren en contacto con la superficie corneal
(Calabrese, 1983). También se ha evidenciado que la cinética de eliminacion de
sustancias a través del tercer parpado en conejo se vuelve impredecible.

El grosor de la cornea y de los componentes estructurales en ambas especies es
distinto. La cornea del conejo tiene un grosor aproximado de 0,37 mm mientras que en
la cornea humana es de 0,51 mm (Calabrese, 1983). Por otro lado, el area de la crnea
en relacion con la superficie total del globo ocular también varia de manera significativa
entre especies. En la especie humana esta relacion es del 7%, mientras que en el conejo
es del 25% (Swanston, 1985). Ademaés, los conejos tienden a secretar una menor
cantidad de lagrimay a parpadear en menor medida (Vinardell y Mitjans, 2008).

Otras criticas serias al DET incluyen el hecho de que la prueba no da ninguna
informacion atil en los mecanismos implicados en la induccién de toxicidad.

No obstante, aunque las objeciones que se han efectuado tienen cierto grado de
significancia, el DET sigue siendo el ensayo més relevante al momento de evaluar el
potencial efecto de agresion a nivel ocular (Secchi y Deligianni, 2006) constituyendo la
Unica prueba formalmente aceptada y validada para valorar la severidad de la irritacion

(Wilson, Ahearne y Hopkinson, 2015).
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METODOLOGIA EMPLEADA EN EL LABORATORIO:

La irritacion ocular y/o los efectos dafiinos de las formulaciones desarrolladas se han
comparado con aquellos generados por una solucion de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) al
2% p/v (control positivo), empleando una version ligeramente modificada de la prueba
de Draize (Draize et al, 1944, Tartara et al, 2012).

La principal modificacion con respecto al método original es la utilizacion de un
oftalmoscopio binocular indirecto (Neitz® Tokyo Japan) y lupa de aumento de 20
Dioptrias (Nikon® Tokyo, Japan), permitiendo evaluar microlesiones corneales y
conjuntivales ayudados con marcadores como la fluoresceina (Solucion de Grant®-
Laboratorio Alcon®).

En este test se emplearon ciclos de 3 conejos Nueva Zelanda para cada formulacion,
con un peso promedio entre 2 - 2,5 kg. Se instilaron 50 pl de las formulaciones en
estudio (Microemulsion Citronella - Soluc. Fisioldgica; Microemulsién Geraniol -
Solucién Fisioldgica; Microemulsion Geranio - Solucion Fisioldgica) en el saco conjuntival
del ojo derecho del conejo. También se coloco Lauril Sulfato de sodio al 2% (SDS 2%)
como control positivo. El ojo izquierdo se utilizd como ojo control mediante la
instilacion de una solucion salina (Cloruro de sodio al 0,9%).

Previo y posterior a la exposicion se evalud la cornea, conjuntiva e iris. Se efectuaron
exdmenes del segmento anterior del ojo, mediante oftalmoscopia binocular con luz
blanca y filtro azul, constatando posibles lesiones de la conjuntiva (quemosis,
inflamacion, exudacion, enrojecimiento), del iris y de la cornea (grado de opacidad y
superficie afectada). Las lesiones de cada estructura ocular se evaluaron en funcién del
indice de irritacion ocular calculado segin baremo basado en el Test Draize, presente
en Tabla 2.3 (Draize et al, 1944; Wilhelmus, 2001; Tartara, 2013).

Las observaciones fueron realizadas a los 30, 60, 120, 240 y 1440 minutos, de
acuerdo con una escala de puntajes basada en el Test de Draize véase Tabla 2.3 (Draize
et al, 1944). En funcion de lo antes mencionado se pudo clasificar la gravedad de las

lesiones oculares seguin su intensidad (“score”), véase Tabla 2.4.
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Cornea

(A) Grado de densidad de la opacidad

Puntaje

Areas dispersas o difusas con detalles del iris claramente visible.

Areas traslucidas facilmente discernibles, detalles del iris claramente visible.

Areas opalescentes, detalles del iris no visible, tamafio de la pupila apenas discemible.
Opacidad, iris invisible.

1

= W oo

(B) Area de la cémea involucrada

Un cuarto (o menos) pero no cero.

Mayor a un cuarto y menos que un medio
Mayor que un medio y menos que tres cuartos .
Mayor que tres cuartos hastatoda el drea.

= W o e

Puntaje: A x B x 5. (puntaje maximo 80)

Iris

(A) Valores

Pliegues superior a lo normal, congestidn, inflamacién, inyeccidn ciliar (Alguno, todos o combinacién de
estos).
No reaccion a la luz, hemorragia, destruccién severa

Puntaje: A x 5. (Puntaje maximo: 10)

Conjuntiva

(A) Enrojecimiento (referido solamente a la conjuntiva palpebral)

Vasos definitivamente inyectados superior a lo normal.
Més difuso, rojo carmesi profundo, vasos individuales no facilmente discernibles.
Rojo fuerte difuso

(B) Quemosis

Cualquier inflamacion superior a lo normal (incluyendo la membrana nictitante)
Inflamacién obvia con parcial eversion de los parpados .
Inflamacidn con parpados entrecerrados.

Inflamacidn con parpados entrecerrados a completamente cerrados.

- W N e

(C) Secreciones

Cualquier cantidad diferente de la normal
Secreciones con humectacion de los parpados y pelos adyacentes a los parpados.
Secreciones con humectacion de los parpados y un drea considerable alrededor de los ojos .

Puntaje: (A + B+ C) x 2 (Puntaje maximo: 20)
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I TABLA 2.4: VALORACION DE INTESIDAD DE IRRITACION SEGUN SCORE OBTENIDO
TRAS APLICACION DEL TEST DRAIZE (Tartara, 2013)

SCORE EFECTOS DE LA FORMULACION
e T e

En la Tabla 2.5 presentada a continuacién se detalla la composicion de cada una de las

muestras sujetas al ensayo de irritacion ocular (Draize Test).

MUESTRAS DESTINADAS A ENSAYOS DE IRRITACION COMPOSICION: % (P/P)
. : . . CREMOPHOR EL (2,38%) - BRIJ 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76 %) -
MICROEMULSION GERANIO - SOLUCION FISIOLOGICA | ACE[TE DE GERANIG (2,38 %) - SOLUCION FISIOLOGICA (88,10 %).

MICROEMULSIGN GERANIOL - SOLUCION FisioLOGICA [ CREMOPHOREL (220%)" BRUSS (2,20%)° TWEEN 80 (4,49 %)
: - - CREMOPHOR EL (2,38%) - BRIJ 35 (2,38 %) - TWEEN 80 (4,76 %) -
MICROEMULSION CITRONELLA - SOLUCION FISIOLOGICA | ACEITE DE CITRONELLA (2,38 %) - SOLUCION FISIOLOGICA (88,10 %).

FIGURA 2.7: GRAFICO-SCORE |
DE IRRITACION VS TIEMPO |
(MIN). |
NOTA: LOS PORCENTAJES |
MENCIONADOS EN EL GRAFICO |
CORRESPONDEN A LA :
CANTIDAD PORCENTUALDE |
|
|
|
|
|
|
|
|

40

i i
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
I w B geraniol 25% SFOD !
: S 10 20%SFOD :
19 W geranio 20% 1
1 1
g !
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

1

1

1

GERANIOL, CITRONELLA Y
GERANIO PRESENTE EN LA
MEZCLA INICIAL
ACEITE/SURFACTANTES,
PREVIO A LA ADICION DE LA
FASE EXTERNA.

20 W citronella 20% SF

¥ control
10 |

0 30 60 120 240 1440
1 TIEMPO (min)

En la Figura 2.7 se puede observar que en todos los casos, la intensidad de la

irritacion fue dependiente del tiempo. Para la microemulsion Geraniol-Solucion
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Fisilégica, se observa un efecto irritante moderado que supera al efecto generado por la

microemulsion Geranio-Solucion Fisiologica para la cual el nivel de agresion se clasificd

como “leve a moderado”.

Por otro lado, a diferencia de los sistemas de Geranio y Geraniol, la microemulsion

de Citronella present6 ausencia de irritacion durante el periodo de examinacion, lo que

motivo su seleccion para las pruebas en animales de experimentacion.

MEDICION DE PIO

Instrumento de medicién empleado: TONOVET.

PRINCIPIOS DE MEDICION DE PIO: TONOMETRIA POR REBOTE

La figura 2.8 representa el método de medicion de PIO a través de tonometria por

rebote, desarrollado por Dekking y Coster en 1967.

El tonometro de rebote consta de una
estructura con dos muelles coaxiales que impulsan
una sonda magnetizada hacia la cornea y detectan
la deceleracion de la misma producida por el
contacto ocular. Esta velocidad de deceleracion se
relaciona con la PIO (Kontiola et al, 2001).

Si la PIO es elevada, la sonda decelera
rapidamente acortandose el tiempo de impacto en

cornea. En base a estos pardmetros operativos

-

| FIGURA 2.8: PRINCIPIOS BASICOS
DEL FUNCIONAMIENTO DE

| MEDICION DE PIO MEDIANTE

I TONOMETRIA POR REBOTE.

(velocidad de la sonda y tiempo de contacto corneal) se determina de modo indirecto la

presion intraocular.

Para la realizacion de las mediciones no debe utilizarse anestesia local; su uso

distorsionaria la lectura (Badouin y Gastaud, 1994). De todos modos, en la mayoria de

los animales, la medicion mediante tonometria por rebote no causa siquiera reflejo

corneal.
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ENSAYOS DE EFICACIA HIPOTENSORA IN VIVO: DETERMINACION DE LA PIO

En este experimento se han utilizado 6 conejos normotensos neozelandeses, machos
de 2 - 2,5 kg de peso cada uno. Los ensayos se realizaron atendiendo a los
procedimientos de manejo animal basados en la resolucidn sobre el uso de animales en
investigacion, establecidos por la Asociacion para la Investigacion en Vision y
Oftalmologia (ARVO), la Directiva del Consejo de Comunidades Europeas (86/609/CEE) y
el Comité institucional de atencion y utilizacion de los animales de investigacion, de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional de Cordoba (Argentina), habiéndose
cumplido exhaustivamente todos los protocolos.

Los conejos se mantuvieron en jaulas individuales, teniendo libre acceso a alimentos
y agua, y bajo un ciclo controlado 12 h de luz/12 h oscuridad.

Las formulaciones se aplicaron en los 6 conejos (n = 12 0jos). La PIO se midi6 con un
tonémetro de rebote (Tonovet, Tiolat, Helsinki, Finlandia), técnica topica que no
requiere anestesia.

Para cada 0jo, se fij6 un valor de PIO del 100% con tres lecturas basales tomadas 30
minutos antes de la instilacion. A continuacion, se aplicé una dosis de la formulacion (50
L) en cada uno de los ojos. Se realizaron determinaciones de la PIO una vez, cada hora
y durante las siguientes 10 horas.

Los experimentos se llevaron a cabo siempre en el mismo momento del dia.

En la prueba de controles, los conejos recibieron formulaciones sin el agente
hipotensor (Solucion Ringer Lactato). El protocolo de administracion incluyo, al menos,

un periodo de lavado de 24 h entre experimentos.

Los sistemas ensayados se detallan a continuacion:

- Microemulsién Citronella ACZ - TM - Solucion Fisiol6gica

- Microemulsion Citronella ACZ - TM - Solucién Fisioldgica Polietilenglicol 400
0,8% - Propilenglicol 0,6% (estos valores corresponden a la concentracion de
polimeros en la fase externa (solucion fisioldgica) afiadida a la mezcla
aceite/surfactantes. La concentracion de los mismos en la microemulsion
ensayada es de 0,69%y 0,52% (P/P) respectivamente), véase Figura 2.9.

- Solucion comercial de Timolol Maleato (Proflax 0,5%; 0,5% TM Base)
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- Suspension comercial AZARGA (Brinzolamida 1% - 0,5% TM Base como T™M
Maleato)

- Solucion Ringer Lactato.

En todos estos casos se instilo, en ambos ojos, la misma dosis.

Procedimiento de medicién de PIO en animales de experimentacion

Para facilitar la manipulacién al momento de instilar la formula, el Se instila en cada ojo del animal una gota (50 microlitros perfectamente
animal se coloca sobre una caja situada en la mesada de trabajo. medidos con micropipeta de la férmula a ensayar).
A s ] ‘F‘r s

Se toma el tondmetro con una mano y con la otra se abren con suavidad los parpados del animal
presionando el botén de medicion. El extremo de la sonda debe hacer contacto con la cérnea central (la PIO
debe medirse siempre en la cérnea central para obtener el valor real, dado que el resultado variara en las

distintas partes del ojo).

Se requieren seis mediciones individuales para lograr un resultado final exacto. Los valores mostrados du-
rante la medicidn representan los valores medios de las mediciones anteriores (1-5), no a los valores de
medicion individuales. Tras cada medicién individual realizada con éxito, se escucha un tono breve, Una
vez realizadas las seis mediciones, se escucha un tono mas largo mostrandose en pantalla el resultado final.
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9% Disminucion PIO Vs Tiempo

000 E040 120,00 10,00 280,00 300,00 360,00 43000 45000 S400 50 b

Tiempo (en minutos)

;
| FIGURA 2.9: GRAFICO % DESCENSO DE PIO VS TIEMPO (MIN). Muestras ensayadas (% P/P): j|
: - CONTROL NEGATIVO (C -): Solucién Ringer Lactato. :
| - CONTROL POSITIVO | (C+1): Solucién de Timolol comercial (Proflax 0,5% - 0,5 % TM base). |
| - CONTROL POSITIVO Il (C+2): Suspension comercial Brinzolamida-Timolol (Azarga: 1 % Brinzolamida - 0,5 % |
: de Timolol base como Timolol Maleato). :
T MICROEMULSION ACZ TM CON POLIMEROS: ME ACZ TM CP (Cremophor El - 2,33 %; Brij 35 - 2,33 %; I
I Tween 80 - 4,66%; Aceite de Citronella - 2,33%; ACZ - 0,26 %; TM Maleato - 0,59 % (equivalente a |
: 0,43% TM base); Propilenglicol - 0,52 %; PEG 400 - 0,69%; Solucion Fisiolégica - 86,29 %). |
T MICROEMULSION ACZ TM SIN POLIMEROS: ME ACZ TM SP (Cremophor El - 2,36 %; Brij 35 - 2,36 %; Tween :
| 80 - 4,72 %; Aceite de Citronella: 2,36%; ACZ - 0,26; TM Maleato 0,59 % (equivalente a 0,43% TM base) |
: Solucién Fisioldgica - 87,35%). :

| TABLA. 2.6: CUADRO COMPARATIVO: MICROEMULSIONES DE CITRONELLA - FORMULAS COMERCIALES (% DE |
| MAXIMO DESCENSO, TIEMPO AL QUE SE ALCANZO EL MAXIMO % DE DESCENSO (T.MAX), AREABAIOLA |
I CURVA (AUC). |

% DEMAXIMO | ERROR [ T. MAX (min) [ AUC_(0-10)| AUC_ERROR | FORMULACIONES

180 89,78 12,75 ME ACZTM SP

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO II: MICROEMULSIONES COMO VEHICULOS PORTADORES DE FARMACOS OCULARES.
114

ANALISIS ESTADISTICO: DESCRIPCION DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DE
PRESION INTRA-OCULAR (PIO) EN CONEJOS NORMOTENSOS

Datos analizados: consisten en una serie de tiempo de las mediciones de PIO para los

dos ojos de 6 conejos normotensos a intervalos regulares de 60 minutos.

PRE-PROCESAMIENTO DE DATOS

Se completaron los datos faltantes para uniformar las series en intervalos y cantidad
de observaciones.
C (-) se extendieron las observaciones las ultimas 3 hs (Last observation carried foward
(LOCF)) lo cual resulta razonable por haberse considerado el alcance del nivel basal.
C (+1) interpolacion lineal en 180, 300, y 420.
ME ACZ TM CP Interpolacién lineal en 360 y 480
ME ACZ TM SP Interpolacion lineal en 300 y LOCF para 420 en adelante.

Procesamiento:

Se realizaron dos tipos de estudio a los datos:

1 — Célculo del descenso porcentual de PIO para cada tratamiento con sus
respectivas desviaciones y errores estandares. Asimismo, se determinaron algunos
parametros farmacoldgicos tal es el caso del calculo del area bajo la curva AUC-[0,10]
como una medida de biodisponibilidad del farmaco en el sitio de accion. También, el

maximo % descenso obtenido y el tiempo al que fue alcanzado.

2 - Andlisis de igualdad de medias para muestras dependientes (test t para medias
apareadas) ya que en los datos se compara el mismo ojo para las diferentes férmulas a
fin de determinar si los promedios de descenso de PIO son estadisticamente
significativos en los distintos instantes de medicidn.

Todos los valores de p menores a 0,05 indican que existe diferencia en el descenso

promedio entre los tratamientos correspondientes en el tiempo estudiado.
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SOFTWARE UTILIZADO

Se utiliz6 para los célculos una hoja excel y el comando ttest _rel del modulo
scipy.stats de Python.
El anélisis estadistico de los datos se efectud con la colaboracion del Dr. Jose Bavio-

Departamento de Matematica - Universidad Nacional del Sur (UNS).

ENSAYOS IN-VIVO: MEDICION DE PIO- RESULTADOS

El m&ximo de reduccion de la PIO generado por la ME ACZ TM CP, se observa tras 4
h de haber sido administrada la formula. En este punto, se puede evidenciar para la
formulacién mencionada, diferencias de disminucion de presion significativamente
superiores a los valores obtenidos por la ME ACZ TM SP y las férmulas comerciales,
véase Figura 2.9.

Por otro lado, la férmula Brinzolamida-Timolol, alcanzé su maximo efecto alas 2 h; a
ese tiempo, la formulacion ME ACZ TM CP arroja valores de disminucion de PIO
significativamente superiores, aun no habiendo alcanzado su maximo efecto.

Asimismo, de los perfiles terapéuticos se desprende que el area bajo la curva de las
formulas comerciales, suspensién Brinzolamida-Timolol y solucion de Timolol, fue 3
veces menor al de la ME ACZ TM CP, véase Tabla 2.6, habiéndose empleado incluso una
dosis algo menor de beta-adrenérgico en las microemulsiones ensayadas y una
concentracion de ACZ en la ME ACZ TM CP aproximadamente 4 veces inferior a la del
anélogo presente en la formula comercial, véase Figura 2.9.

Por lo anteriormente expuesto, se puede concluir, que la ME ACZ TM CP logr6 una
reduccion de PIO més marcada y sostenida en el tiempo (superior a 7 h) comparado con
las formulas comerciales y con la ME ACZ TM SP.

Referido a las diferencias entre las microemulsiones ensayadas, dado la similitud en
la composicion, se puede sugerir que la mejora en el perfil de liberacion y
biodisponibilidad se debe a la adicion de polimeros en fase externa; es probable, estos
compuestos actien como co-surfactantes modificando propiedades de la interfase,
aumentando la estabilidad del sistema y potenciando las propiedades de liberacion

sostenida de farmacos, atribuibles a las microemulsiones.
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CONCLUSION

La microemulsion basada en aceite de Citronella, Brij 35, Cremophor El, Tween 80
ACZ, TM 'y Polimeros, ha demostrado estabilidad termodindmica, propiedades
fisicoquimicas aceptables, capacidad para vehiculizar cantidades considerables de
farmacos de diferente polaridad asi como propiedades de liberacion sostenida
promoviendo todo esto un aumento marcado en la biodisponibilidad.

Como pudo apreciarse en los ensayos, el sistema ME ACZ TM CP mejora la
performance del colirio comercial aumentando el pico de descenso con una
prolongacién del efecto durante 7 h.

Asimismo, teniendo en cuenta las caracteristicas de los farmacos utilizados como
modelos, podemos concluir que la microemulsién de citronella mejora marcadamente
la eficiencia, pudiendo ser considerada como una interesante estrategia para la
vehiculizacion de farmacos de uso oftalmoldgico al permitir la combinacion simultanea
de moléculas hidrofobas e hidrofilas en una misma férmula.

Sumado a esto, teniendo en cuenta que la microemulsion tiene una fase externa
acuosa, el uso de polimeros bioadhesivos en fase externa puede ser considerado como
una alternativa a futuro para prolongar ain més el tiempo de contacto de los sistemas
sobre la superficie ocular.

A su vez como perspectivas a estos estudios podemos citar las siguientes:

1- evaluar un set de polimeros mucoadhesivos y el efecto obtenido tras aumentar

los polimeros sintéticos incorporados a la formula disefiada en la fase externa.

2- evaluar el efecto de la osmolaridad sobre los sistemas y sobre la capacidad de

carga al aumentar el porcentaje de la fase interna.

3- ensayar otro tipo de farmacos tanto para Glaucoma como para otras patologias

oculares.

Finalmente, se puede concluir que el aporte central de esta seccién de la Tesis
Doctoral se baso en la obtencion de un sistema nanomeétrico del tipo microemulsion, no
irritante que permitiese potencialmente vehiculizar tanto farmacos hidrofilos como
hidrofobicos de uso ocular. Todos estos resultados permitieron construir una hipotesis

posterior pero sostenida en las bondades antes descriptas.
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INTRODUCCION

En pacientes con glaucoma, existe una serie de factores de riesgo que pueden
predisponer a enfermedades de la superficie ocular, entre ellos se incluyen: el sexo, la
edad, extensa duracion del tratamiento (enfermedad cronica), multiples comorbilidades
y sus medicamentos asociados asi como el origen étnico. En tales casos, resulta
razonable evitar el riesgo adicional de padecer enfermedades de la superficie ocular
originadas tras la normal exposicion a conservantes durante la terapia
antiglaucomatosa (Thygesen, 2018).

Las manifestaciones en superficie impactan profundamente sobre la calidad de vida
y pueden influir en la adherencia del paciente al tratamiento, ademas de provocar una
variedad de consecuencias negativas a nivel ocular, las cuales se manifiestan a largo

plazo (Baudouin et al, 2010).

Por lo anteriormente expuesto, para el tratamiento de esta enfermedad, la terapia
tdpica sin conservantes constituye una buena via de eleccion. Consecuentemente, en el
presente trabajo de Tesis Doctoral, se disefiaron formulas con potenciales propiedades
de autoconservacion, a los fines de ofrecer ventajas tales como: mejoras en la calidad
de vida del paciente y menor incidencia de enfermedades en la superficie ocular, a un

costo minimo.

A continuacién se detallaran conceptos generales asociados a la estructura,
composicion quimica, y clasificacién de las bacterias, véase Figuras 3.1, 3.2, 3.3, 3.4y
Tabla 3.1.

Asimismo, se describirdn microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) de alto
impacto sanitario que funcionan, en su mayoria, como contaminantes de productos
farmacéuticos por lo que han sido objeto de estudio a los fines de determinar la

potencial capacidad de autoconservacion de la férmula ocular disefiada.
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BACTERIAS

ESTRUCTURA DE LA CELULA BACTERIANA

PILI SEXUAL: APENDICE HUECO USADO PARA
TRANSFERIR ADN A OTRA CELULALA BACETRIANA

RIBOSOMA: ORGANELO PARA
LA SINTESIS DE PROTEINAS.

|

|

|

1

|

|

|

|

|

|

|

|

|
NUCLEOIDE ADN: REGION DONDE SE LO- |
CALIZA EL CROMOSOMA BACTERIANO. 1
MEMBRANA PLASMATICA: CUBIERTA ALREDE- |
|

|

|

|

|

|

|

|

|

1

|

|

|

DOR DEL CITOPLASMA PARA REGULAR LA ENTRADA Y
SALIDA DE SUSTANCIAS.

PARED CELULAR: ENVOLTURA QUE PROPORCIONA
SOPORTE, DA FORMA Y PROTECCION A LA CELULA.

GLUCOCALIZ: ENVOLTURA GELATINOSA EXTERNA QUE
CUANDO ESTA COMPACTA SE LLAMA CAPSULA Y CUANDO
ESTA DIFUSA RECIBE EL NOMBRE DE LIMO.

FLAGELO: FILAMENTO ROTATORIO PRESENTE
EN ALGUNAS BACTERIAS QUE EMPUJAN A LA
CELULA HACIA ADELANTE.

ESP|R|L0~¢'\A\ a
: ESPIROQUETW L oo |
: m > i
! - (. i
: ® !

| FIGURA 3.2: CLASIFICACION DE BACTERIAS SEGUN SU FORMA _:
: BACILOS: BACTERIAS DE FORMA CILINDRICA TIPO BASTONCILLO (AISLADAS, DE A :
| PARES O FORMANDO CADENAS). I
: COCOS: BACTERIAS DE FORMA ESFERICA (AISLADAS, DE A PARES, FORMANDO :
| CADENAS O ESTRUCTURAS DEL TIPO RACIMOS Y CUBOS. I
: ESPIRILOS Y ESPIROQUETAS: SIMILARES A BACILOS LARGOS RETORCIDOS O EN :
| FORMA DE HELICE. NO SE ASOCIAN ENTRE Si. RIGIDAS (ESPIRILOS), |
: ESPIROQUETAS (CIERTO GRADO DE FLEXIBILIDAD). :
I (Angulo Rodriguez et al, 2012; Prescott, Harley y Donald, 2004) :
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CLASIFICACION DE BACTERIAS SEGUN TECNICAS DE TINCION DIFERENCIAL

Tincién Gram: permite clasificar a las :
bacterias en Gram positivas (G+)y |
Gram Negativas (G-). :
Procedimiento de tincion: I
1) Fijacion. 2) Se aplica colorante :
basico cristal violeta que tifie a las I
células de color morado. 3) :
Tratamiento con etanol (decoloraa |
las células (G-) pero no a las (G+). :
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

TINCION DE GRAM

Gram + PASOS Gram -

FIJACION

COLORANTE PRINCIPAL:
CRISTAL VIOLETA

3) Tincién de contraste - MORDIENTE: -
(safranina/color rojo). LUGOL

4) Diferenciacion de las células

bacterianas segun su color: (G+) color - [:]
morado (G-) rojo-rosado.

(Madigan et aI, 2015) - -

DECOLORACION:
ALCOHOL/ACETONA

COLORANTE DE CONTRASTE:
SAFRANINA

- . 1
TINCION ACIDO RESISTENCIA: TINCION DE
ZIEHL-NEELSEN

Se aplica sobre bacterias que poseen
propiedades de tincion exclusivas
denominadas &cido resistencia, debido a
la presencia de unos lipidos particulares
(4cidos micélicos). Estos solo existen en
especies de mycobacterium.

TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

PASOS

FIJACION

Procedimiento de tincién:

1) Fijacién. 2) Se aplica colorante rojo de
fucsina basicay fenol. Mediante
calentamiento el colorante se introduce
en las células y el fenol favorece la
penetracion de la fucsina en los lipidos.
3) Lavado con agua destilada y
decoloracién con &cido y alcohol.

4) Adicion de azul de metileno (colorante
de contraste) 5) Las células de los
organismos acido-alcohol resistentes
(aar+) aparecen rojas. No obstante, el
fondo y los organismos que no son &cido-
alcohol resistentes (aar -) se visualizan
azules.

(Madigan et al, 2015)

DECOLORACION
ALCOHOL/HCL

COLORANTE DE CONTRASTE:
AZUL DE METILENO

AAR -
- COLORANTE ROJO FUCSINA -
BASICA - FENOL
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ALGUNAS CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DE BACTERIAS G(+), G(-) Y AAR(+)
(MICOBACTERIAS)

TABLA 3.1: BACTERIAS G(+), G(-) Y AAR (+) (MICOBACTERIAS) — CARACTERISTICAS (Angulo Rodriguez et al, 2012; :
Black y Black, 2015; Tortora, Funke y Case, 2007) |

BACTERIA GRAM NEGATIVA BACTERIA GRAM POSITIVA MICOBACTERIAS

AR R MEMBRANA CITOPLASMATICA, CAPA LIPIDICA, CAPA DE PEPTIDOGLICANO,

ESTRUCTURA P LAS’V’AC%% e CAPA DE PEPTIDOGLICANO. MEMBRANA CITOPLASMATICA.

Capa Lipida
ptidoglicano

Membrana Celular

DELGADA CAPA (2-7NM) CONSTITU-
IDA POR PEPTIDOGLICANO (LAS UNIDADES DEL |
MISMO CONSISTEN N-ACETIL GLUCOSAMINA Y (HETEROPOLIMERO ALTERNANTE DE POLI - PARED CELULAR COMPUESTA POR:
N-ACETIL MURAMICO QUE SE ENLAZAN DIRECTA- N-ACETIL-GLUCOSAMINA Y ACIDO N-ACE- . .
MENTE A TRAVES DE LOS TETRAPEPTIDOS (L-ALANI- TIL-MURAMICO). CADA UNIDAD DE N-ACE- (ACIDO MICOLICO) (60%) .
NA, D-ALANINA, D-ACIDO GLUTAMICO, EL ACIDO DI- TIL-MURAMICO SE ENCUENTRA UNIDO A UN
AMINOPIMELICO (DAP)). EL ENTRECRUZAMIENTO  TETRAPEPTIDO (SEGMENTO DE 4 AMINOACI-
DEL PEPTIDOGLICANO ESTA FORMADO POR UN DOS). (CONSTITUIDA POR UNIDADES REPETITIVAS
ENLACE PEPTIDICO ENTRE EL GRUPO AMINO DE EL ENTRECRUZAMIENTO SE PRODUCE A . DE N-GLUCOSAMINA Y N ACETIL MURAMICO
DAP DE UNA CADENA DE GLICANO Y EL GRUPO CAR- TRAVES DE UN PEQUENO PUENTE PEPTIDICO' CONECTADOS POR PEPTIDOS DE LOS QUE
. BOXILO DE LA D-ALANINA TERMINAL DE LA CADENA.  EN EL QUE LA CLASE Y NUMERO DE AMI-  FORMAN PARTE LA L-ALANINA, D-ISOGLU-
COMPOSICION DE GLICANO ADYACENTE. NOACIDOS VARIAN DE UNA ESPECIE A OTRA. | TAMINA, AC. MESO DIAMINO PIMELICO Y
Qu iMlCA COMPUESTO POR ENZI- D- ALANINA ENTRE LOS QUE SE ESTABLECEN
MAS QUE PARTICIPAN EN MECANISMOS DE TRANS- (FOSFATO DE POLIRRIBI- | DOS TIPOS DE UNIONES INTERPEPTIDICAS
PORTE, DEGRADACION Y SINTESIS. TOL O GLICEROL-FOSFATO UNIDOS AL PEPTI- . (MESO DIAMINOPIMELICO ~ MESODIAMINO-
FOSFOLIPIDOS CON ACIDOS | DOGLUCANO). PIMELICO Y MESODIAMINOPIMELICO-D- ALA-
GRASOS SATURADOS, PROTEINAS, PORINAS, LIPO-
PROTEINAS, PROTEINAS DE TRANSPORTE. ) AciDo TEICOICO
S A LIPIDO A, UNIDO A LIPIDOS BICAPA DE FOSFOLIPI-
POLISACARIDO CENTRAL (NUCLEO DEL POLISACARI- DOS. PROTEINAS Y GLICOPROTEINAS
DO) Y ANTIGENO “0" (POLISACARIDO BICAPA DE FOSFOLIPI-
O ESPECIFICO DE TAMANO VARIABLE). DOS. PROTEINAS Y GLICOPROTEINAS.
BICAPA DE FOSFOLIPIDOS.
PROTEINAS, GLICOPROTEINAS

MAYOR PROPORCION QUE G(+) ESCASA PROPORCION ELEVADA PROPORCION

RESPUESTA ANTE TINCION GRAM: NEGATIVA. RESPUESTA ANTE TINCION GRAM: POSITIVA, RESPUESTA ANTE TINCION DE GRAM : NO
RETIENEN SAFRANINA. ADQUIEREN RETIENEN CRISTAL VIOLETA-YODO. SE TINEN BIEN CON LA TINCION DE GRAM.

COLOR ROJO-ROSADO. ADQUIEREN COLOR MORADO. IDENTIFICACION MEDIANTE COLORACION
ZIEHL NEELSEN: ADQUIEREN COLOR ROJO

MICROORGANISMOS DE ALTO IMPACTO SANITARIO

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus: el género Staphylococcus estd abundantemente distribuido
en la naturaleza, encontrandose frecuentemente en la piel y mucosas de humanos y
otros primates (pudiendo localizarse en boca, sangre, glandulas mamarias, intestino,

tracto genitourinario y vias aéreas respiratorias de sus huéspedes) (Fernandez, 2013).

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO IIl: MICROEMULSIONES — EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE AUTOCONSERVACION.
129

La presencia del género Staphylococcus y particularmente S. aureus en una materia
prima o producto farmacéutico o cosmético, indica que la fuente de contaminacion
puede ser humana.

Staphylococcus aureus consiste en un coco (G+) perteneciente a la familia
Micrococcaceae. Constituye, probablemente, el mas versatil de los microorganismos
patdgenos. Puede producir enfermedad por superantigenos o toxinas, invadir cualquier
6rgano o tejido y originar supuracion, necrosis tisular, celulitis, impétigo e infecciones
post operatorias (Ferndndez, 2013) trombosis vascular entre otras. Es el
microorganismo con mayor capacidad de diseminarse por via hematdgena (Jung et al,
2016).

Su importancia clinica radica en el alto grado de morbilidad y mortalidad en
comparacion con otros patdgenos y adicionalmente, ha sido identificado como la
principal causa de bacteriemia en numerosas areas geogréficas (Naber, 2009).

Otras infecciones mayores ocasionadas por este microorganismo son: endocarditis
aguda, meningitis, abscesos en mulsculo, neumonia, osteomielitis, entre otros
(Fernandez, 2013).

A nivel oftalmoldgico, las infecciones més comunes causadas por microorganismos
oportunistas, dentro de los que se incluyen diversas especies del género
staphylococcus, son la conjuntivitis: staphylococcus epidermidis, staphylococcus
saprophyticus, staphylococcus cohnii, staphylococcus haemolyticus, blefaritis (blefaritis
ulcerativa casi siempre asociada al género staphylococcus como factor etioldgico),
dacriocistitis  (staphylococcus epidermidis), endoftalmitis (diversas especies de
staphylococcus), celulitis orbitaria y preseptal (staphylococcus epstidermidis), queratitis
(Azariy Barney, 2013; Durand, 2013; Hsiao et al, 2012; Wong et al, 2011)

Las septicemia causada por staphyloccocus suele estar asociada a endoftalmitis y

corioretinitis ocasionando generalmente importante pérdida visual (Jung et al, 2016).

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Pseudomonas aeruginosa: es un bacilo (G-) no fermentador de la glucosa, constituye

uno de los mas importantes patdgenos, dentro del género Pseudomonas, debido al
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numero y tipo de infecciones que ocasiona y a la elevada morbilidad y mortalidad
asociada (Fernandez, 2013).

Este microorganismo se caracteriza por su hipermutabilidad, el desarrollo de
multiples mecanismos de adaptacion y fendmenos de resistencia tanto intrinseca como
adquirida lo que le ha permitido dar origen a cepas multidrogo-resistentes (Horcajada,
et al, 2019).

Pseudomonas aeruginosa es intrinsecamente resistente a diversas clases de
antibidticos que no guardan relacién estructural entre si, debido a la disminucion de la
permeabilidad de su membrana externa, a la expresion constitutiva de varias bombas
de expresion expulsoras de farmacos y a la produccion de enzimas que inactivan a los
antibidticos (Pang et al, 2019).

El espectro de enfermedades causadas por este microorganismo varia desde una
infeccidn localizada hasta infeccion generalizada o septicemia (Fernandez, 2013). Los
individuos inmunocomprometidos son los que mas se ven afectados, siendo la
contaminacion del agua la causa de infeccion mas frecuente.

Asimismo, este microorganismo suele desarrollar en soluciones oftalmicas acuosas
(Fernandez, 2013; Scroth, Hildebrand y Panoupoulos, 2006). De este modo, a nivel
ocular, la infeccion causada por P. aeruginosa esta frecuentemente relacionada al uso
de lentes de contacto y de soluciones de lavado de lentes de contacto contaminadas
con este microorganismo. La queratitis ocasionada por P. aeruginosa se puede
diseminar rapidamente invadiendo la totalidad de la cdrnea en pocas horas, generando
ulceracion que puede progresar en perforacion y pérdida de la funcion visual
(Fernandez, 2013; Stapleton et al, 2007).

La infeccibn mé&s severa causada por este microorganismo es la endocarditis por
administracion endovenosa de suspensiones o soluciones de farmacos basadas en
vehiculos acuosos contaminados. De ahi, la importancia de determinar la presencia de
P. aeruginosa en productos farmacéuticos que van a ser administrados en vehiculos

acuosos por via intravascular, inhalatoria u ocular (Fernandez, 2013).

Escherichia coli: corresponde a la familia Enterobacteriaceae que estd formada por
bacilos (G-). Vive en ambientes variados. Se encuentra en el suelo, agua y en

organismos vivos, incluidos animales, seres humanos y plantas. E. coli es tipicamente un
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comensal y forma parte de la biota normal presente en materia fecal de humanos y
animales inferiores (Manod, 2010).

La especie Escherichia coli contiene varios patotipos que causan una variedad de
enfermedades. Al menos seis patotipos diferentes [E. coli enteropatdgena (ECEP), E.
coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroagregativa o
enteroadherente (ECEAgg o ECEA),E. colide adherencia difusa (ECAD) yE.
coli shigatoxigénica (ECST), dentro de las que se encuentraE. coli enterohemorragica
(ECEH)-agente causal de mayor relevancia responsable del Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH)] causan enfermedad entérica, como diarrea o disenteria, en tanto
otros generan infecciones extra intestinales, incluidas infecciones del tracto urinario
(UPEC) y meningitis, septicemia (MNEC) (Kaper, Nataro y Mobley, 2004).

Escherichia coli shigatoxigenica constituye el agente causal de mayor relevancia,
responsable del sindrome urémico hemolitico (SUH), se transfiere al hombre por
ingesta de agua/alimentos contaminados o a través del contacto directo con animales o
humanos portadores (Nataro y Kaper, 1998; Aranda, Fagundes y Scaletsky, 2004)

EI SUH consiste en una entidad clinica caracterizada por presentacion aguda de dafio
renal, anemia hemolitica microangiopética y trombocitopenia, que puede afectar al
intestino, corazén y sistema nervioso central. Esta enfermedad se presenta,
generalmente en su forma tipica de etiologia infecciosa precedida por un periodo
prodromico caracterizado por diarrea seguido de falla renal aguda (Noris 2005,

Gianantonio, 1964).

BACTERIAS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES

Se han identificado una variedad de micobacterias asociadas a enfermedades en
seres humanos. Clinicamente, la especie més importante es Mycobacterium
tuberculosis, que constituye el agente causal de tuberculosis.

La tuberculosis en bovinos y humanos también es causada por Mycobacterium bovis.
Si bien estas especies patdgenas exhiben algunas diferencias fenotipicas, son
genéticamente muy similar y, por lo tanto, a menudo se clasifican como ‘Complejo
Mycobacterium tuberculosis'. Otras micobacterias patdgenas incluyen el complejo
Mycobacterium avium (MAC) y las micobacterias no tuberculosas (NTM, micobacterias

atipicas, o micobacterias ambientales). Ambos grupos son patdgenos oportunistas
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frecuentes, particularmente en individuos inmunosuprimidos (Percival y Williams,
2014).

Atendiendo a las enfermedades oculares, tema central de la Tesis, se ha reportado
una gran variedad de infecciones causadas por micobacterias no tuberculosas cuya
prevalencia ha ido aumentando a lo largo de las dltimas décadas. Estos
microorganismos, causan dafios peri-oculares en anexos, asi como en la superficie
ocular y en la region intraocular manifestando, con frecuencia, resistencia a la terapia
médica por lo que resultan potencialmente perjudiciales.

Las intervenciones quirdrgicas, traumatismos, implantes, el uso de lentes de
contacto y el empleo de esteroides estan asociados a infecciones oculares causadas por

micobacterias no tuberculosas (Kheir et al, 2015).

HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS

Los hongos a diferencia de las bacterias son organismos eucariotas. Entre los
patdgenos, que constituyen esta agrupacion, se incluyen cepas de Aspergillus y Candida
albicans (Fernandez, 2013).

Las soluciones oftalmicas, unguentos, supositorios, pomadas, cosméticos, jabones
entre otros, constituyen productos farmacéuticos susceptibles a la contaminacion

causada por hongos filamentosos y levaduras.

Las levaduras son esencialmente hongos unicelulares; solo unas pocas especies se
consideran potencialmente patégenas aunque en su mayoria son responsables de la
alteracion de productos (Fernandez, 2013).

Candida albicans es un hongo diploide asexual generalmente situado en la cavidad
oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Puede asumir patogenicidad
provocando vaginitis (candidiasis vaginal), muguet (candidiasis en cavidad oral) y afectar
ademas al tracto gastointestinal o piel. Esta afeccion puede ser superficial o tornarse

sistémica en personas con sistema inmunoldgico deficiente (Fernandez, 2013).
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EMPLEO DE CONSERVANTES EN FORMAS FARMACEUTICAS

Los conservantes se agregan a los productos farmacéuticos para evitar el deterioro
microbiano proteger al paciente de una potencial infeccion. No obstante, su seguridad
se ve cuestionada (Rosin y Bell, 2013).

El Cloruro de Benzalconio es un compuesto activo que acta como conservante en
varios productos incluidos gotas Oticas, aerosoles o gotas nasales, productos para el
cuidado y desinfeccion para manos, champues, desodorantes y cosméticos; antisépticos
para la piel, gotas oculares, etc (Choi et al, 2020).

En lo que respecta a las formulaciones de uso oftalmoldgico es necesario destacar
que un numero importante de los efectos adversos causados por el uso cronico, estaria
asociado a los agentes conservantes, mas que a los principios activos que las componen
(Baudouin et al, 2010).

En los colirios, el Cloruro de Benzalconio es el conservante mas utilizado y sin duda
también el més estudiado, encontrandose en un gran numero de férmulas comerciales
(Akwa Tears, Allergy Drops, Comfort Tears, Comfort Eye Drops, Contactol, Dacriosol,
Dacrolux, Degest 2, Enuclene, Estivin Il, Hypotears, Hypo Tears, Isopto Fluid, Isoptofrin,
Isopto Tears, Just Tears, Lacrinorm, Lacrisifi, Lacrisol, Larmabak, Moisture Drops,
Murine, Murine Plus, NutraTear, Prefrin, Siccagel, Siccaprotect, Soothe, Tearisol, Tears

Naturale, Tears Renewed Visine Extra, Zincfrin, Azopt, Cosopt).

Las concentraciones tipicas empleadas varian de 0.004 a 0.01%. Concentraciones
mas elevadas pueden ser abrasivas y causar dafio irreversible en el endotelio corneal
(Choi et al, 2020). Estudios in vitro, en animales de experimentacion, han demostrado
que este conservante causa efectos nocivos en varias estructuras oculares,
incluyéndose la pelicula lagrimal, cornea, conjuntiva y células trabeculares. Asimismo,
se ha informado que genera queratitis punteada superficial y/o queratopatia ulcerativa

toxica (Baudouin, 2008).
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NANO/MICROEMULSIONES - EFECTO ANTIMICROBIANO

Las microemulsiones al actuar como antimicrobianos por si solas, constituirian una
buena opcion para la fabricacion de formulas libres de agentes conservantes. Esta
teoria se basa en la hipétesis de que las bacterias no pueden sobrevivir en grasas o
aceites puros (requieren agua para el crecimiento y reproduccion).

En las microemulsiones o/w el agua se encuentra fuertemente unida a la
microestructura y no disponible para los microorganismos, es decir, este tipo de
sistemas tiene una actividad acuosa (aw) baja, encontrandose el agua unida en su
mayoria a los grupos polares presentes en los surfactantes (Al-Adham et al, 2000).

Si bien el empleo de las nanoemulsiones como agentes antibacterianos constituye
una aplicacion relativamente nueva y promisoria, en la bibliografia se han reportado las
posibles vias mediante las cuales este tipo de formulaciones promueven la actividad

biocida, mencionandose las que se detallan a continuacion:

- Algunos sistemas del tipo microemulsion actuarian mediante ataque directo en la
estructura celular resultando en una perturbacién y disfuncion de la membrana.
Este nivel de disfuncion podria potencialmente generar la muerte celular en
células procariotas (Al-Adham et al, 2000).

- Las formulaciones nanomeétricas poseen un area superficial elevado determinado
por el reducido tamafio de las gotas de aceite cuya aumentada tension
superficial les permite fusionarse y ocasionar disrupcion de la membrana
plasmatica presente en células procariotas no viéndose afectadas las células
eucariotas de organismos superiores (Kadri et al, 2017).

- La actividad antimicrobiana de las microemulsiones, a diferencia de los
antibidticos, es inespecifica favoreciendo un amplio espectro de actividad y
limitando la capacidad de generacion de resistencia. Estas propiedades hacen
que la microemulsion constituya un buen candidato para el tratamiento y
desinfeccion de heridas (Hemmila et al, 2010; Hwang et al, 2013).

Por otro lado, existen antecedentes bibliogréficos en donde se reporta para aceites

esenciales actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas y
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Hongos (Pandey et al, 2017; Kalemba y Kunicka, 2003; Lee et al, 2008; Nazzaro et al,
2017; Puskarova et al, 2017).

El beneficio de emplear aceites esenciales como antimicrobianos respecto de
compuestos quimicos sintéticos con actividad antibacteriana, reside en el hecho de que
la actividad bacteriostatica/bactericida no se atribuye Unicamente a un solo
componente dado que son varios los compuestos fitoquimicos que constituyen un
aceite esencial y actlan sinérgicamente (mediante mdltiples mecanismos de accion)
para promover dicha actividad. De este modo, la actividad antibacteriana del aceite
esencial podria focalizarse en el tratamiento de cepas resistentes a antibidticos
convencionales. Asimismo, dicha actividad depende de la lipofilia de los componentes
que constituyen el aceite. Las moléculas de cadena hidrocarbonada corta interactdan
con la bicapa lipidica generando: cambios en el potencial de membrana celular,
inhibicion de la sintesis de la pared celular y aumento de la fluidez de la membrana con
la consecuente ruptura y pérdida de material citoplasmatico (Severino et al, 2018).

Por otra parte, las moléculas de aceite esencial se pueden unir o inhibir proteinas
especificas y causar dafio del DNA o RNA viéndose afectada la replicacion cromosémica
o la transcripcién. Ademaés, los aceites esenciales podrian actuar interfiriendo en la
expresion de genes que codifican factores de virulencia tal es el caso de cepas de
staphylococcus aureus, productoras de enterotoxinas (Severino et al, 2018).

Referido a las formulaciones nanométricas basadas en estos aceites, cabe destacar
que, Moghimi y sus colaboradores (2016) comprobaron que el efecto antimicrobiano
causado por un aceite esencial nanoformulado, sobre la cepa bacteriana E.coli,
mejoraba significativamente respecto del aceite sin formular. Por otra parte, Salvia
Trujillo y colaboradores (2015), expusieron al mismo enteropatdgeno frente a una gran
variedad de esencias incorporadas a las microemulsiones. Mediante estos ensayos se
pudo evidenciar el potencial uso de los aceites esenciales como agentes conservantes
de alimentos.

Las propiedades antibacterianas intrinsecas que presentarian los sistemas
nanométricos sumado a la actividad biocida reportada para los aceites esenciales, llevo
a postular la hipdtesis de auto-conservacion de la microemulsion de Citronella

disefnada.
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TESTS DE EFICACIA CONSERVADORA DE AGENTES CONSERVANTES

Los farmacos o cosméticos, pueden contaminarse durante su produccion y a través
de las materias primas debido a la presencia de procedimientos no adecuados durante
la fabricacién o uso, especialmente si se trata de envases multidosis o de productos con
alto contenido de agua.

La contaminacion microbiana puede afectar a la salud del paciente o alterar las
caracteristicas organolépticas del producto. Por lo anteriormente expuesto, para
asegurar la estabilidad continua y seguridad del producto farmacéutico en cuestion, se
afiaden agentes conservantes (Halla et al, 2018).

La eficacia, en términos de actividad antimicrobiana, asociada al uso de los
conservantes se determina mediante ensayos microbioldgicos.

Como fuente de guia para la realizacion de los estudios nos basaremos en tres de las
organizaciones que han establecido las bases: Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea
de Estados Unidos (USP) y la Farmacopea Britanica (BP). “Estas instituciones han
desarrollado recomendaciones especificas, tanto para el ensayo en si como para los
microorganismos de desafio empleados, medios de cultivo y condiciones de crecimiento
y almacenamiento (requisitos que son estandarizados a fin de lograr respuestas
reproducibles)” (D"Aquino y Teves, 2013).

Los ensayos consisten en inocular al producto con una misma especie incubando a la
temperatura especificada durante periodos de tiempo prefijados y hasta un méximo de
28 dias, examinandose el mismo posteriormente para cuantificar los microorganismos
sobrevivientes a cada tiempo estipulado (D"Aquino y Teves, 2013).

En la Tabla 3.2, se detallan los microorganismos sugeridos por las diversas
metodologias oficiales (D"Aquino y Teves, 2013).

En la Tabla 3.3 se especifican (de acuerdo a la via de aplicacion del producto
farmacéutico) los criterios de aceptacion de los agentes conservantes propuestos por

las diferentes metodologias oficiales.
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MICROORGANISMOS | USP BP ATCC
I K A
e

TABLA 3.2: Paeuruginosa
MICROORGANISMOS

|
|
| .
SUGERIDOS SEGUN ;
' : Paeuruginosa +
| OFICIALES (D'Aquinoy
b
Aspergillus
Candida albicans + +

. ; .|
| TABLA 3.3: CRITERIOS DE ACEPTACION DE AGENTES CONSERVANTES SEGUN METODOLOGIAS OFICIALES Y |
VIA DE APLICACION DEL PRODUCTO FARMACEUTICO (D' Aquino y Teves, 2013). |

Sin paréntesis: Satisfactorio/Entre paréntesis y en Italica: satisfactorio cuando I
no puede hallarse la efectividad recomendada. |

NI: ausencia de incremento significativo (0,3-u log) (Sutton y Porter, 2002). :
NR: recuperacion nula, nimero de colonias=0. I

OFTALMICOS Y 1
PARENTERALES 3 LOG EN 14 DIAS., NI A LOS 28 D.

TOPICOS 2 LOG EN 14 DIAS

ORALES 1LOGEN 14 DIAS

[

|

[

|

|

[

|

[

[

[

|

[

|

[ OFTALMICOS Y

I PARENTERALES LGS E S
: TOPICOS 3LOG EN48 H
[
[
[
[
[
|
[
[
|
|
|
I

ORALES 2 LOG EN 7 DiAS

OFTALMICOS Y S 210G EN 7 DIAS, NI A LOS 28D
CAIIE R e (1LOG EN 24 H-3/7 DIAS), NI A LOS 28 D. (1 LOGEN 14 DIAS) NIALOS 28D
e 210G EN 48 H3 LOG 7 DIAS 210G EN 14 DIAS
(3 LOG EN 14 DIAS) (1LOG EN 14 DIAS)
ORALES 310G EN 14 DiAS 110G EN 14 DiAS

Puede observarse que en los ensayos de Farmacopeas que son los mas utilizados, se

utilizan 5 microorganismos: 3 bacterias y 2 hongos (una levadura y un hongo filamentoso).
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Las bacterias que se emplean como inéculo parten de una solucion madre que contiene
una concentracion de 1x108 UFC/ml la cual se diluye posteriormente al 1% en el producto
alcanzandose para el desafio una concentracion final de 1 x 108 UFC/ml.

Para USP, BP, EP las bacterias se hallan en la concentracién anteriormente especificada
y los hongos en 10*% UFC/ml (D"Aquino y Teves, 2013).

USP (United States Pharmacopeia).

Esta metodologia sufrié varios cambios en los Ultimos afios a fin de poder armonizar con

la Farmacopea Europea (D"Aquino y Teves, 2013; Sutton y Porter, 2002 ; USP 34, 2011)

| TABLA 3.4: MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y ALMACENAMIENTO SEGUN USP
| (D’Aquino y Teves, 2013; USP 34, 2011).

MUESTRA EMPLEADA: 20goml
VOLUMEN INCORPORADO: 0,1 ml DE SOLUCION MICROBIANA PARTIENDO DE UN INOCULO DE 108 UFC/ml

: TABLA 3.5: MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y ALMACENAMIENTO SEGUN BP :
| (D"Aquinoy Teves, 2013; British Pharmacopeia, 2008) |
L

MUESTRA EMPLEADA: 20g oml
VOLUMEN INCORPORADO: 0,1 ml DE SOLUCION MICROBIANA PARTIENDO DE UN INOCULO DE 108 UFC/ml

MICROORGANISMOS USADOS: BACTERIAS, HONGOS, LEVADURAS , VEASE TABLA 3.2

NO EMPLEA E. COLI, PERO PUEDE ANADIRSE CUANDO PUEDE REPRESENTAR UN PELIGRO PARA EL PREPARADO

MEDIOS DE CULTIVOS: TRIPTONA SOYA AGAR (TSA) (BACTERIAS) AGAR SABOURAUD (HONGOS)

PROCEDIMIENTO DE RECUENTO: POR AGAR FUNDIDO EN PLACA.

TEMPERATURA INCUBACION TEMP. AMBIENTE/ 30-35°C- BACT. 25-30°C- HONGOS.

TIEMPO DE INCUBACION: VEASE TABLA 3.3

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO IIl: MICROEMULSIONES — EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE AUTOCONSERVACION.
139

EP (European Pharmacopeia).
La metodologia es similar a BP, variando ligeramente en la interpretacion de resultados

véase TABLA 3.3 (D"Aquino y Teves, 2013).

De acuerdo con la Farmacopea Europea las moléculas aceptables como
conservantes, deben cumplir con los valores sugeridos en Tabla 3.2 especificados sin
paréntesis, correspondiendo éstos a la méxima eficacia que el conservante deberia
alcanzar (European Pharmacopeia, 2008).

Las férmulas que no satisfacen el criterio anterior, deben cumplir con los requisitos
del criterio sefialado entre paréntesis en Tabla 3.3. Asimismo, no debera observarse un
incremento significativo (0,3-u log) en el nimero de UFC transcurridos los 28 dias de la
siembra del in6culo bacteriano (Sutton y Porter, 2002).

Referido a la EP, conforme a lo observado en Tabla 3.3, se puede concluir que las

exigencias de esta Farmacopea son superiores al del resto de los métodos oficiales.

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO IIl: MICROEMULSIONES — EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE AUTOCONSERVACION.
140

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Prescindir de la incorporacion de agentes quimicos conservantes, intentando
crear una nueva alternativa para la conservacion de gotas oculares basada en

el empleo de aceites esenciales.

OBJETIVO ESPECIFICO

- Atendiendo a los valores de reduccion microbiana sugeridos por los métodos
oficiales, determinar la eficacia de auto-conservacion de la microemulsion

ocular de Citronella disefiada.
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MATERIALES Y METODOS

ENSAYOS PRELIMINARES DE EXPOSICION — METODOLOGIA APLICADA: BASADA EN
METODOS OFICIALES

A continuacion se describe el procedimiento efectuado en el Laboratorio. La
evaluacion se realizd teniendo en cuenta las restricciones (valores de reduccion
logaritmica en funcién de tiempo de exposicidn) sugeridas por (EP). No obstante, en los
ensayos programados se pretendié desafiar a las cepas bacterianas probadas
modificando alguna de las condiciones de exposicion.

Variaciones efectuadas: indculo incorporado a la muestra 107-10% UFC/ml (bacterias)
Hongos 108 UFC/ml. Sugerencia de la Farmacopea: 10 UFC/ml (bacterias) 1045 UFC/ml
(hongos).

Volumen de producto farmacéutico empleado: 4,5 ml (volumen sugerido 20 ml).
In6culo empleado 0,5 ml (se inoculd el 10% del volumen del producto, habiendo
sugerido las farmacopeas no exceder el 1%).

Los ensayos microbiolégicos han sido efectuados en el Laboratorio de Microbiologia
con la colaboracion de la Dra. Monica Baldini y la Bioquimica Soledad Oriani del

Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la UNS.

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CONSERVANTE DE LA
FORMULA

CEPAS ENSAYADAS EN EL LABORATORIO

Los estudios se han realizado sobre las siguientes cepas: Candida albicans (cepa
clinica) Staphylococcus aureus (cepa clinica), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y
Mycobacterium gordonae (aislada del medio ambiente, agua).

Esta Gltima cepa bacteriana, segun los métodos oficiales, no requeria ser ensayada.
Sin embargo, su evaluacion resulto de interés debido a la complejidad en la estructura
de la pared bacteriana y a que las micobacterias ambientales constituyen una de las

principales causas de infecciones en piel y tejidos blandos.
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PREPARACION DEL INOCULO MICROBIOLOGICO INICIAL

MEDICION DE LUZ TRANSMITIDA (Determinacion de la densidad celular por
Turbidimetria).

Es un método practico y muy usado. Estd basado en que las suspensiones
bacterianas producen una turbidez proporcional al nimero de bacterias, dicha turbidez

Se compara con patrones.

ESCALA DE MC FARLAND

Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente calibrados. Consiste en
varios tubos de vidrio herméticamente cerrados que contienen {1% de CI2Ba +
cantidades crecientes de SO4H2 al 1%}, en cada tubo se genera un precipitado de
SO4Ba, que origina a la turbidez. Para las diferentes cepas bacterianas se debe
establecer la equivalencia entre la turbidez de cada tubo y la masa o la concentracion
de bacterias (en céls/ml) que dan lugar a una turbidez similar.

Referido a lo mencionado en el parrafo anterior, para realizar los ensayos
microbioldgicos, se prepara una suspension bacteriana con turbidez equivalente a 0,5
de la escala de Mc Farland lo que permite ajustar la densidad de la suspension
bacteriana hasta aproximadamente 10% unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro (Koneman et al, 2006).

El estandar Mc Farland se prepara agregando 0.5 ml de 0,048 M de BaCL; (1,175%
p/v de BaCl,.H,0) a 99,5 ml de H,SO4 0,36 N. La densidad del mismo se determind
utilizando un espectrofotometria debiendo obtenerse, a 625 nm, valores de a

absorbancia que oscilen ente 0,08 a 0,10 (Koneman et al, 2006).

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO IIl: MICROEMULSIONES — EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE AUTOCONSERVACION.
143

RECUPERACION DE BACTERIAS

MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

La cuantificacion del indculo se efectia mediante la siembra en los medios
apropiados en cada caso, agar para recuento en placa (PCA, Britania) para S. aureus y P.
aeruginosa, Middlebrook 7H10 (Difco) para la Micobacteria y Sabouraud (Britania) para

C. albicans.

DILUCION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES PREVIO A LA SIEMBRA EN PLACA

Resulta relevante que el nimero de colonias que aparece en las placas sea lo
suficientemente pequefio como para que no se fusionen las colonias dando
estimaciones erréneas pero lo suficientemente elevado como para lograr que el calculo
sea estadisticamente significativo. En la préactica la concentracion deseada oscila entre

30-300 colonias.

Para obtener un nimero adecuado de colonias se efectian diluciones decimales.
Raramente se sabe de antemano el nimero de células viables, normalmente se hace
mas de una dilucion, véase Figura 3.5 (Madigan et al, 2015).

De este modo, para obtener una dilucion 1/10 se mezclaron 0,5 ml de las
suspensiones bacterianas en 4,5 ml de la microemulsion de Citronella, efectuando las

diluciones decimales correspondientes hasta obtener la dilucién final deseada.

Antonela Rita Montefuscoli



CAPITULO IIl: MICROEMULSIONES — EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE AUTOCONSERVACION.

144

Inécul
origina

{nimera aproximado)

100.000.000 UFC/ml 9 ml Agua 9 ml Agua
1:10 1:100

Dilucion Dilucion

10.000.000  1.000.000
UFC/ml UFC/ml

9 ml Agua

1:10,000
Dilucién

10.000
UFC/ml

TECNICAS DE SIEMBRA EMPLEADAS

SIEMBRA POR VERTIDO EN PLACA: TECNICA DE AGAR VOLCADO

= Se caracteriza porque durante la incubacion, las colonias crecen en interior de la

masa del agar.

= Se deposita 1 ml de la muestra o de cada dilucion en placas estériles, vacias.

= Se agrega a cada placa 18 ml del medio de cultivo a emplear, previamente

fundido y mantenido a unos 47 °C.

= Se agita moviendo la placa tapada sobre la superficie de la mesa con movimientos

circulares y de vaivén (siempre sin levantar la placa de la mesa). Con esto se

consigue mezclar el indculo con el agar.

= Se deja solidificar el agar a temperatura ambiente (esperar al menos media hora)

y se llevan las placas a incubar.

» Pasado el tiempo de incubacidn las colonias habran crecido dentro del agar (en la

masa del agar), véase Figura 3.6.
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SIEMBRA POR EXTENSION

= Se caracteriza porque durante la incubacion las colonias crecen en la superficie
del agar.

= Se utilizan placas previamente preparadas que contienen el medio de cultivo
solidificado (unos 18 ml/placa).

= Se deposita en la superficie del agar 0,1 ml de la muestra o de cada dilucion.

» Luego de realizada la descarga de la muestra, se procede a extenderla sobre toda
la superficie de las placas, usando un espatula de Drigalski estéril.

= Esperar 2 6 3 minutos a que se seque el indculo.

= Se llevan las placas a incubar y se procede de la misma manera que en el caso

anterior, véase Figura 3.6 (Madigan et al, 2015).

Siembra por extension Colonias de
g 3 . superficie

La muestra (0.1 ml o menos) se pipetea La muestra se extiende uniforme- Resultado tipico de la
sobre la superficie de la placaconagar. - mente sobre la superficie del agar siembra por extension
usando una asa de vidrio estéril.
Siembra por vertido en placa Coloniasde  Colonias incluidas
supercicie en el medio

Incubacion |

La muestra se pipetea Se afiade medio estéril y L .
en la placa estéril se mezcla bien con el indeulo. Resultado tipico del vertido en placa
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se toman 0,5 ml del inéculo inicial de cada cepa y se colocan en 4,5 ml de
microemulsion isotdmica de Citronella (dilucion 1:10). Una vez transcurrido el tiempo
de contacto estipulado (6 h, 24 h, 7 dias, 14 dias, 28 dias) se realizan las diluciones
decimales necesarias en cada caso.

De acuerdo a las técnicas de siembra utilizada, alicuotas de 10 pl (diseminacion en
superficie) o 1000ul (agar volcado) se siembran en placas de Petri conteniendo los
medios de cultivos mencionados previamente para obtener el recuento de

microorganismos sobrevivientes.

RECUENTO DE CELULAS VIABLES/RECUENTO DE COLONIAS

La viabilidad en microbiologia se define como la capacidad del microorganismo para
multiplicarse en medio sélido formando una colonia.

El recuento de bacterias en medios solidos se fundamenta en que cada bacteria
desarrollard en una colonia, pero debemos tener en cuenta que las bacterias que se
hallan en crecimiento no siempre se encuentran aisladas, por ello, una colonia puede
provenir de una 0 mas bacterias. En base a este criterio y a fin de evitar un recuento de
células viables erroneamente menor, los recuentos en medios sélidos se expresan como
unidades formadoras de colonias por mililitro y no como numero de células viables
(Madigan et al, 2015).

Una vez transcurridos los tiempos de incubacion (24 h, 48 hy los 7, 14 y 21 dias) se
eligieron las placas correspondientes a aquella dilucién que presentaban entre 30 y 300
colonias/placa para evitar errores de conteo por exceso o por defecto (Madigan et al,
2015).

Para realizar el recuento, se emple6 un cuenta-colonias New Brusnswik. Los
resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias mlt (UFC/ml)
teniendo en cuenta el factor de dilucion:

NUmero de UFC/ml = NUmero de colonias x factor de dilucion
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INTERPRETACION DE RESULTADOS EXPRESADOS EN UNIDADES LOGARITMICAS

Si por ejemplo, se parte de un indculo de 108 un log equivale a una reduccion del
90%, 0 900.000 organismos muertos 100.000 sobrevivientes; una disminucion de dos
log denota una reduccion del 99% o 990.000 organismos muertos; tres log una
reduccion del 99.9%, o 999.000 organismos muertos; cuatro log equivalen a una
reduccion del 99.99%, o a 999.900 organismos muertos; y cinco log una disminucion del
99.999% 0 999.990 organismos muertos.

Los graficos se presentan considerando la reduccién log UFC/ml vs tiempo de

exposicion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las preparaciones oftalmicas deben ser estériles. Sin embargo, la contaminacion
accidental durante el empleo de las mismas puede ocasionar efectos negativos sobre la
salud del paciente. Consecuentemente, se afiade a las formulas agentes conservantes a
fin de evitar los efectos adversos causados por microorganismos que pueden
introducirse inadvertidamente durante o luego del proceso de manufactura. Como se
menciond anteriormente, el test de exposicion (Test Challenge o Test de efectividad
conservante) esta disefiado para medir el nivel de actividad biol6gica que posee el
conservante de la formulacion farmacéutica.

Para evaluar la eficacia del agente conservante se efectud la contaminacion artificial
de la microemulsion de Citronella (muestra isotonica) con un nimero predeterminado
de microorganismos seguido de la toma periddica de ejemplares, a determinados
intervalos de tiempo.

Las muestras obtenidas a los tiempos prefijados, tras la recuperacion en los medios
adecuados, se emplearon para realizar recuento de los microorganismos sobrevivientes
en la formulacion.

Asi, lo que se pretendi6 fue testear la habilidad de la gota oftalmica disefiada, para
mantener un minimo crecimiento microbiano tras la inoculacién de algunos de los
microorganismos sugeridos por los métodos oficiales (Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Staphylococcus aureus) habiéndose incorporado ademas al ensayo
Mycobacterium gordonae.

Cabe destacar que, con el objeto general de desafiar a las cepas testeadas, se han
modificado algunas de las condiciones del ensayo. Consecuentemente, se empled: un
nimero de UFC/ml que supera en cantidad (107-10%/bacterias; 107-10% hongos y
levaduras) al indculo estipulado por los métodos oficiales (Farmacopeas USP, EP, BP) y
un volumen de muestra (4,5 ml) inferior al valor sugerido (20 ml).

Asimismo, por razones econémicas se emplearon muestras clinicas de algunas cepas
Candida albicans y Staphylococcus aureus. Mycobacterium se obtuvo del medio

ambiente.
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Pseudomonas aeruginosa consistio en una cepa ATCC. No obstante, su tipificacion
no coincidia con aquella requerida por las Farmacopeas.

Conforme a la concentracion (UFC/ml) de bacterias inoculadas se grafic a los
intervalos de tiempo dados el cambio observado en la concentracion para cada uno de
los microorganismos ensayados, expresandose estos descensos en términos de

unidades logaritmicas (l0gio).

PROCESAMIENTO DE DATOS

1) Tras la inoculacion se efectu6 el recuento bacteriano a diferentes tiempos (24 h,
48 h, 15 dias, 28 dias)

2) Se calculd el promedio, desviacion estandar y error para los resultados obtenidos
para los microorganismos ensayados a los intervalos de tiempo analizados.

3) Se convirtié en escala logaritmica los promedios y sus diferentes intervalos (X
terror); la conversion de los errores en escala logaritmica no determina un
intervalo simétrico centrado en los valores de la media.

4) El procesamiento de los datos se efectu6 mediante Planilla Excel.

El andlisis estadistico fue realizado con la colaboracion del Dr. José Bavio

(Departamento de Matematica - UNS).
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ENSAYOS MICROBIOLOGICOS PARA EVALUACION DE LA EFICACIA CONSERVANTE DE LA
MICROEMULSION DE CITRONELLA

Log, (UFC)/ml vs Tiempo
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: SISTEMA ISOTONICO). :
| |

En el caso de Mycobacterium gordonae se observé la reduccién de 1.4 unidades
logaritmicas a las 24 h, 2,8 unidades a las 48 h'y 7,6 unidades logaritmicas a los 7 dias
manteniéndose nulo el crecimiento a los 7, 14 y 28 dias, véase Figura 3.7.

Para Staphylococcus aureus se obtuvo una reduccion de 4,6 unidades logaritmicas a
las 24 h, 8,3 unidades a las 48 h no observandose desarrollo a los 7, 14 y 28 dias.

La levadura ensayada (Candida albicans) experiment6 una reduccion logaritmica de
5,9 unidades a las 24 h, 6,7 unidades a las 48 h, manteniéndose nulo el crecimiento
bacteriano a los 14 dias y 28 dias, véase Figura 3.7.

Referido a estos resultados, es importante destacar que a pesar de haber aumentado
la hostilidad de las condiciones del ensayo, dos de las tres cepas bacterianas expuestas
(Staphyloccocus aureus, Mycobacterium gordonae) asi como la levadura (Candida
albicans) han logrado superar ampliamente las expectativas habiéndose adaptado al

criterio propuesto por USP, EP, BP para formulaciones t6picas y orales y al criterio
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sugerido por USP y EP para la via de administracion ocular. Cabe destacar, que en el
caso de la EP en lo referente a gotas oftalmicas, sélo se pudo cumplir con el criterio
menos exigente (criterio expresado entre paréntesis), véase Tabla 3.3.

No obstante, para Pseudomonas aeuruginosa el resultado no fue promisorio. En el
experimento se puede observar con claridad que habiéndose partido de un in6culo del
orden de 108, si bien en el término de 24 h se produjo un descenso de microorganismos
considerable 2.3 unidades logaritmicas, una vez transcurridas las 48 h el
microorganismo logré reponerse y crecer alcanzando valores proximos a los iniciales.

La resistencia evidenciada podria deberse a un fenémeno adaptativo. Suele ocurrir
en este caso y se ha reportado en otros tantos, que el crecimiento microbiano no es
lineal. Estas curvas de mortalidad podrian deberse a la inactivacion de multiples sitios
en la célula bacteriana o a la seleccion de los organismos sobrevivientes mas resistentes
que serian los responsables del resurgimiento de las bacterias en el producto
farmacéutico.

Existen ademés antecedentes bibliograficos que demuestran que en los tests de
eficacia de conservantes de soluciones farmacéuticas, Pseudomonas aeruginosa suele
presentar propension a este patron de crecimiento (Akers y Walcott, 2007), es decir,
aunqgue los agentes conservantes se incorporan a los productos farmacéuticos para
prevenir el deterioro y contaminacién microbiana, varios de los antimicrobianos
empleados comunmente (clorhexidina, cetrimida, fendlicos, alcohol fenetilico, acido
benzoico, cloruro de benzalconio, y metil-parabenos) resultan degradados por
microorganismos, en particular Pseudomonas (Bloomfield, 2007).

Por otra parte, se ha demostrado que los surfactantes (particularmente los no
ionicos) empleados en formulaciones farmacéuticas, también estan sujetos a
degradacion por bacterias, presentando esta capacidad un ndmero reducido de
organismos microbioldgicos dentro del cual también se incluye a Pseudomonas. La
susceptibilidad a la biodegradacion del compuesto depende basicamente de la
estructura quimica del surfactante, disminuyendo con el aumento de las ramificaciones
y del largo de la cadena hidrocarbonada.

Asimismo, se ha comprobado que esta cepa bacteriana puede incluso adquirir
resistencia y crecer en soluciones de desinfectantes utilizando al agente antimicrobiano

como fuente de carbono (Bloomfield, 2007).
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Se ha observado, ademas, que algunas cepas de Pseudomonas tienen capacidad para
biodegradar compuestos (citronellol, citronellal, acetato de citronelilo) que constituyen
los principales componentes de los aceites esenciales de una gran variedad de plantas y
son responsables de las propiedades arométicas y bioldgicas (incluyendo la actividad
antimicrobiana atribuible a dichos aceites). Particularmente, Pseudomonas aeruginosa
podria utilizar a los terpenoides aciclicos (citronellal, citronellol, geraniol) presentes en
el aceite sintético empleado en la formula disefiada, como Unica fuente de carbono
(Cantwell et al, 1978; Forster Fromme et al, 2006; Hoschle y Jendrossek, 2005).

Por otro lado, algunos aceites esenciales reducen la resistencia de microorganismos
a farmacos por inhibicién de las bombas de expulsion. Geraniol, como componente
quimico mayoritario del aceite sintético empleado en la formula ensayada, podria ser el
responsable de este efecto farmacoldgico. No obstante, es importante considerar que
en Pseudomonas aeruginosa la bomba MexAB-Oprm puede expulsar mono-terpenos y
alcoholes relacionados pudiendo este mecanismo ser empleado por células microbianas

para reducir la actividad de los aceites esenciales (Bueno, Demirci y Can Baser, 2017).
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CONCLUSION

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que adquiri6 notoriedad como
contaminante de productos farmacéuticos especialmente preparaciones oftalmicas,
presentando patogenicidad a nivel ocular (ulceracion en corneay ceguera) y sobre todo
peculiar resistencia a los agentes biocidas, alguno de los cuales es capaz de metabolizar
y biodegradar tal como se estima podria estar sucediendo con geraniol, citronellal,
citronellol y citronelil-acetato presentes mayoritariamente en el aceite sintético de
Citronella empleado.

Para este microorganismo, la microemulsion disefiada no logré cumplir con los
valores de reduccion microbiana aceptados por las Farmacopeas (USP, EP, BP), por lo
que esta formulacion no podria emplearse prescindiendo del uso de agentes

conservantes.
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INTRODUCCION

ARTROPODOS: GENERALIDADES

Los artropodos son animales invertebrados, de cuerpo segmentado y simetria
bilateral. Poseen exoesqueleto quitinoso que los protege del medio externo y al mismo
tiempo brinda insercién a la musculatura interior. El esqueleto externo al ser rigido no
permite el crecimiento por lo que el animal se desprende de él en un proceso,
controlado hormonalmente, de ecdisis 0 muda.

Los artropodos poseen apéndices articulados pares, adaptados para obtener el
alimento, caminar, nadar, defenderse, etc. Constituyen el filo mas diverso de los
metazoos (animales pluricelulares), siendo més de un millon las especies descritas
(Pérez-Arellano et al, 2010).

El Phylum se divide en los Subphylum Hexapoda, Crustacea, Miriapoda y Chelicerata
(Koenemann et al, 2010).

Los artropodos de interés sanitario, corresponden principalmente a las Clases Insecta
y Chelicerata. En general, pueden ser considerados como parasitos (ej: piojos); como
ponzofosos (ej: arafias); como alergizantes (ej: avispas, orugas) y pudiendo actuar como

agentes transmisores o vectores (ej.: vinchucas, mosquitos) (Goddard, 2008).

IMPORTANCIA SANITARIA DE LA FAMILIALIA CULICIDAE (MOSQUITOS):

Los artropodos capaces de transmitir organismos patdgeneos a hospedadores
vertebrados susceptibles, se denominan vectores (Goddard, 2008). Pueden clasificarse
en: mecénicos y bioldgicos.

En el caso particular de los vectores mecénicos, el agente transmitido no evoluciona
ni se multiplica y la asociacion patdgeno-vector es inespecifica. El vector mecénico es un
transportador no indispensable para la sobrevida del agente patdgeno y no funciona
como la principal via de transmision del mismo.

Sin embargo, en los vectores bioldgicos, el artropodo cumple un rol fundamental
para el mantenimiento del patdgeno. El agente transmitido se multiplica o evoluciona

en el insecto. La asociacion patdgeno-vector es especifica e indispensable para la
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sobrevida del agente patdgeno. El vector bioldgico, en este caso, funciona como la via

principal de transmision de la enfermedad (Chamberlain y Sudia, 1961).

Clasificacion: -  Subphylum Hexapoda
- Clase Insecta

- Orden Diptera

En este apartado, nos referiremos particularmente al Orden Diptera. Los organismos
de este orden se caracterizan por poseer un solo par de alas membranoso (di: dos
ptera: alas), el sequndo par esté transformado en balancines o halterios.

Entre los dipteros, se encuentran las moscas, mosquitos y tabanos (Betancourt y
Scantoni, 2009; Bergilos Gasion y Rivas-Fernandez).

La importancia del conocimiento de los dipteros, reside en el potencial dafio que
pueden ocasionar sobre la salud humana. Las especies hematofagas suelen ser
perjudiciales para el hombre y animales domésticos. En este sentido, se destacan los
mosquitos, capaces de transmitir enfermedades tales como el paludismo, dengue,
fiebre amarilla y filariasis, entre otras (Betancourt y Scantoni, 2009; Manguin, Mouchet
y Carnavale, 2011).

Existen mas de 3.400 especies de mosquitos agrupadas en el suborden Nematocera
y pertenecientes a 37 géneros, que conforman una Unica familia: Culicidae, la cual se
divide a su vez en 3 subfamilias: (1) Toxorynchitinae, (2) Anophenilae, (3) Culicinae.

Los mosquitos mé&s importantes que actian como vectores para la transmision de
enfermedades son los correspondientes a los géneros: Anopheles, Culex, Aedes,
Mansonia, Haemagogus y Sabethes (Manguin, Mouchet y Carnavale, 2011).

Particularmente, el género Culex incluye un gran nimero de especies (cerca de 770)
distribuidas en todas las regiones geogréficas. Actualmente, en Argentina se registran
77 especies organizadas en ocho subgéneros; los més representados son Melanoconion
y Culex, con 33y 29 especies respectivamente (Almiron, 2005).

Las especies correspondientes al género Culex se encuentran en toda la Argentina, a
excepcion de Tierra del Fuego, siendo algunas de ellas responsables de transmitir

microfilarias y arbovirus.
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Culex pipiens incluye un conjunto de subespecies Culex pipiens pipiens, Culex pipiens
quinquefasciatus. La primera se encuentra en zonas frias y templadas (desde Buenos
Aires hacia el sur) y la segunda en zonas tropicales y subtropicales principalmente
(centro y norte del pais) (Almiron, 2005).

Particularmente, este trabajo se centrara en Culex pipiens pipiens, por tratarse de la

especie mas abundante en la region de Bahia Blanca.
BIOLOGIA GENERAL: CULEX PIPIENS.PIPIENS

MOSQUITO

/ ADULTO

D
T T

HUEVOS

PUPA

FASE ACUATICA CICLO DE VIDA FASE AEREA

C. p. pipiens presenta una metamorfosis completa en la que la forma juvenil pasa por
las fases de larva y de pupa antes de convertirse en adulto. La larva es anatomica y
fisiologicamente diferente al adulto, siendo sus habitats y sus apetencias troficas
totalmente distintas.

Como todos los dipteros, los mosquitos pasan por cuatro estados durante su ciclo
biol6gico: huevo — larva (4 estadios evolutivos: L1-L4) — pupa — adulto, véase Figura 4.1.
Los estados inmaduros (huevo, larva y pupa) son acuaticos, en tanto que el adulto es de

vida terrestre-aérea (Manguin, Mouchet y Carnavale, 2011).
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FASE ACUATICA:

HUEVOS:

Los huevos son ovoides y miden en general, 0,5 mm. En el caso particular del género
Culex, se depositan sobre la superficie acuatica y flotan a través de camaras aéreas
apicales.

Una hembra coloca entre 250 a 400 huevos luego de ingerir sangre, pudiendo
realizar varias ingestas a lo largo de su vida (dos semanas a un mes) y depositar en
consecuencia una cantidad importante de huevos (Almiron, 2005; Clemments, 1963).

Durante la oviposicion, las hembras Culex se paran en la superficie del agua con las
patas traseras en una posicion en forma de V, véase Figura 4.2. Los huevos se liberan a
través de la apertura genital y se agrupan entre formando una balsa donde quedan
posicionados verticalmente con sus polos anteriores unidos por protuberancias

corionicas, véase Figura 4.3 (Becker et al, 2010; Dyar, 1902; Foster y Walker, 2019).
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LARVA

La larva que emerge del huevo pasa por 4 estadios (L1, L2, L3, L4) a través de cuatro
mudas que le permiten crecer desde 1 mm
(L1) hasta 15 mm (L4) (Manguin, Mouchet y
Carnavale, 2011).

En cada muda, la cabeza adquiere un
tamafo caracteristico, siendo este un buen
indicador morfométrico del estadio larval. No
obstante, las larvas de los cuatro estadios

presentan una morfologia  general

.
| FIGURA 4.4: LARVAS CULEX: POSICION |
mparable (Becker et al, 2010). ;
comparable (Becker et al, 2010) : ADOPTADA EN SUPERFICIE ACUATICA. I

ANATOMIA

El cuerpo de la larva se divide en tres partes distintas: (a) la cabeza con aparato
bucal, ojos y antenas; (b) el torax mas amplio y (c) el abdomen que se compone de siete
segmentos casi idénticos y tres segmentos posteriores modificados que llevan cuatro
papilas anales para regular los niveles de electrolito.

Los culicidos, en el segmento abdominal VIl (dorsalmente proyectado) presentan un
sifén respiratorio con espiraculos para el consumo de oxigeno- (Becker et al, 2010;
Merrit y Wallace, 2003). Este, les permite adoptar una posicién angular en donde la
cabeza se encuentra hacia abajo (Becker et al, 2010; Lehane 2005), véase Figura 4.4.

Tras la eclosion, las larvas jovenes estén totalmente preparadas para subsistir en la
columna de agua. Dos factores son fundamentales para la subsistencia: el consumo de
oxigeno atmosférico durante la respiracion y la ingesta de particulas suspendidas o
diluidas en el medio (Clements, 1992).

Respecto a la respiracion, las larvas de mosquito, requieren de oxigeno atmosférico
para poder vivir. ES por eso que pasan gran parte de su vida en la interfase agua-aire.

Se han descrito cuatro formas de respiracion: respiracion atmosférica, respiracion
cuticular, respiracion por branquias compresibles y respiracion vegetal (Clements,

1992). De todas ellas, la respiracion cuticular es la forma mas extendida y comin a casi
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todas las especies. El resto pueden ser utilizados como complemento en determinadas
situaciones de inmersion.

En cuanto ala alimentacion, las larvas en general ingieren invertebrados, protozoos y
detritus. EIl modo de obtencién de estos alimentos permite clasificarlas en filtradoras,
recolectoras, ramoneadoras, trituradoras y depredadoras.

Acorde a su comportamiento alimenticio, las larvas de Culex se clasifican como
filtradoras. Asi, una vez “ancladas” en la superficie, mediante el movimiento de
estructuras especializadas denominadas cepillos bucales, generan corrientes de agua
que llevan las particulas del alimento en suspension hacia la cavidad preoral (Dahl,
Widahl y Nilsson, 1988; Foster y Walker, 2019; Lehane, 2005).

Aunque la mayoria de los reportes bibliograficos sugieren para las larvas ingesta
indiscriminada, ciertos estudios de laboratorio indican que ingieren particulas de
limitado tamafio. Esta seleccién puede ser consecuencia de: la forma y textura de las
particulas, adaptaciones morfoldgicas y conductuales para la adquisicion de alimentos,
y caracteristicas especificas del estado larvario.

En su mayoria, las larvas, ingieren material particulado que varia desde el tamafio
coloidal hasta los 50 um, siendo superior la ingesta de particulas de menor tamafio
(Merrit, Dadd y Walker, 1992).

Entre los factores que condicionan la ingestion de agua estan el peso de la larva, la
salinidad del medio y la cantidad de alimento disponible. Los dos primeros muestran
una correlacion positiva con el grado de ingesta. De esta forma, las larvas de mayor
tamano, en estado mas avanzado y presentes en sitios de elevada salinidad consumen
un mayor volumen de agua que aquellas menos avanzadas, mas pequefias y que
habitan biotopos de agua dulce (Becker et al, 2010).

Los adultos y las larvas en cuarto estadio son las fases mas empleadas para estudios
de laboratorio ya que han sido exhaustivamente investigadas y se posee un gran
conocimiento en lo que a estructura anatomica y quetotaxia se refiere, lo que se
traduce en una mayor disponibilidad de claves de identificacion.

La determinacion taxondmica de los insectos estuvo a cargo del personal del

laboratorio de Zoologia de Invertebrados Il, Dpto de BBF, UNS.
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PUPAS

Luego del huevo y la larva, la pupa es la tercera fase de desarrollo y la Gltima que
tiene lugar en el medio acuético.

Las pupas, presentan forma de coma, en
donde la cabeza y el térax se fusionan para
formar un cefalotrax prominente. Desde el
mesotorax dorsal, se proyectan un par de tubos o
trompetas respiratorias, que le permiten a la

pupa obtener oxigeno desde la superficie

acuatica. A

En el interior de cefalotérax, se encuentran |
(por lo general, ventralmente enrollados) los
apéndices en desarrollo de la cabeza y torax del adulto, los cuales rodean un espacio de
aire localizado ventralmente, que proporciona flotabilidad ayudando a mantener a la
pupa en la superficie del agua durante su descanso.

Por otro lado, el abdomen que termina en 2 paletas natatorias, se mantiene
flexionado por debajo del cefalotérax y actia como un 6rgano propulsor cuando la

pupa resulta perturbada (Foster y Walker, 2019), véase Figura 4.5.

En estado de reposo, la pupa se mantiene inmovil quedando expuesta a la superficie
acuatica la porcién terminal de las trompetas y las setas correspondientes al primer
segmento abdominal (Becker et al, 2010).

Por lo general, esta fase se entiende como un periodo de transicion entre la larvay el
adulto, carente de alimentacion (forma é&faga). Es una etapa sin estadios o fases
intermedias de desarrollo donde se prioriza el ahorro energético, pues en ella se van a
producir cambios fisioldgicos y estructurales de elevado coste energético encaminados
hacia la formacion y la emergencia del adulto (Merrit y Wallace, 2003; Lehane, 2005).

La falta de necesidad asociada a la busqueda de alimentos le posibilita a las pupas
pasar la mayor parte del tiempo suspendida en la pelicula superficial sin efectuar
mayores movimientos. S6lo abandonan esta posicion al ser perturbadas, en cuyo caso,

la velocidad y explosividad de sus desplazamientos se debe a los musculos abdominales
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y a las aletas natatorias que en conjunto actian como 6rgano propulsor (Lopez Sanchez,
1989).

Las pupas resisten mejor que las larvas la desecacion y los tratamientos quimicos
insecticidas que actlian por contacto gracias a que su doble cuticula las aisla del medio
externo (Bueno Mari, 2010). No obstante, soportan en menor medida los cambios
térmicos (Lopez Sanchez, 1989).

Por otra parte, son totalmente inmunes a los tratamientos insecticidas, ya que éstos
actlan por ingestion; solo aquéllos que provoquen un descenso de la tension superficial

del agua pueden ocasionar la muerte de las pupas por asfixia (Bueno Mari, 2010).

FASE AEREA
ADULTOS

Los adultos machos tienden a emerger antes que las hembras, debido a sus periodos
de crecimiento larvario mas cortos. Cuando el adulto se acerca la emergencia, la pupa
permanece estacionaria en la superficie del agua y el abdomen se endereza
gradualmente durante 10-15 min. El adulto sale desde la cuticula pupal al ingerir aire, lo
que genera la division del cefalotorax con la consecuente emergencia Yy
posicionamiento sobre la superficie acuatica hasta que las alas se secan
completamente, se endurecen y se preparan para iniciar el vuelo.

Los adultos de ambos sexos se alimentan de jugos de las plantas, pero solo la

hembra es hemato6faga (Foster y Walker, 2019).

IMPORTANCIA DE C.P.PIPIENS EN LA SALUD POBLACIONAL

Los mosquitos pueden afectar la salud del hombre en forma directa ocasionando
molestias por inoculacion de sustancias irritantes presentes en la saliva (picaduras) o en

forma indirecta al actuar como transmisores de agentes patégenos.

ACCION DIRECTA

La saliva del mosquito, contiene diversos materiales biol6gicos (factores
anticoagulantes, antiagregantes y vasodilatadores, sustancias que afectan la

transmision de parasitos de vectores artropodos, enzimas relacionadas con la ingestion
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de azucar, lisozimas que controlan el crecimiento bacteriano e inmunomoduladores; la
mayoria de estas Ultimas sustancias se han identificado como alérgenos. De este modo,
tras la picadura de mosquito, se produce una pépula pruriginosa seguida de eritema o
hincazon. Estas lesiones por lo general son fugaces, persistiendo desde varias horas
hasta 2-3 dias (como maximo) (Bergillos Gasion y Rivas-Fernadndez, 2006). No obstante,
pueden también tener lugar respuestas toxicas desarrolladas a nivel sistémico (Durden,

2019).

ACCION INDIRECTA

Transmision de agentes patdgenos: el vector bioldgico C.p.pipiens, esta asociado a la

transmision de filariasis linfatica (Wuchereria Bancrofti).

Se denomina filariasis a un grupo de enfermedades producidas por parasitos,
generalmente tropicales, (nematodos) que se transmiten en forma de larva a los
vertebrados mediante la picadura de mosquitos (Culex, Mansonia, Aedes e incluso
Anopheles). Tres parasitos causan filariasis linfaitica humana: Wuchereria bancrofti,
Brugia malayi y B. timori, pero es particularmente W. Bancrofti responsable de més del

90% de las infecciones a nivel mundial (Joshi, 2018).

Esta enfermedad infecciosa afecta al tejido linfatico y la piel produciendo gran
invalidez (hipertrofia anormal de algunas partes del cuerpo, dolor y discapacidad grave)
problemas sanitarios y grandes pérdidas econdmicas en los individuos y comunidades

afectadas (Katiyar y Singh, 2011).

Los cuadros clinicos en las regiones de filariasis endémica pueden ser:

1) la forma asintomatica y con estudios de parasitologia negativos 2) microfilaremia
asintomatica 2) fiebre elevada, linfadenitis aguda recurrente y linfangitis retrograda,
con o sin microfilaremia 4) linfostasis acompafiada de signos cronicos (hidrocele,
quiluria y elefantiasis de las extremidades, mamas y genitales y 5) sindrome de

eosinofilia pulmonar tropical (asma paroxistica nocturna, neumopatia intersticial
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cronica, fiebre ligeray recurrente, eosinofilia intensa y microfilarias en degeneracién en
los tejidos pulmonares, pero no en el torrente sanguineo (filariasis oculta) (Heymann,

2005).

Para (a) prevenir la aparicion de enfermedades (b) suprimir epidemias o (c) reducir
las enfermedades endémicas ya existentes, el método de control del vector deberia
estar dirigido a la eliminacion de la poblacion de adultos, larvas o pupas (WHO, 1982).

El control de las poblaciones de mosquitos en los estados inmaduros resulta a
menudo ventajoso dado que las larvas por lo general se encuentran concentradas,
relativamente inmoviles, ocupando un minimo espacio en comparacion con los adultos,
que suelen dispersarse rapidamente invadiendo extensas areas. De este modo, una
reduccion efectiva en el nimero de larvas minimiza el uso de adulticidas y sus riesgos,
lo cual resulta beneficioso para el ambiente y saludable para la poblacion en general
(Killeen, Fillinger y Knols, 2002; Sugumar et al, 2014).

A nivel mundial, el control de mosquitos se basa en el empleo de insecticidas
sintéticos, con efectos neurotdxicos. En nuestro pais, los organofosforados y piretroides
son el método més comun para el manejo de adultos y larvas respectivamente

Aunque el uso de insecticidas de sintesis o quimicos fue y sigue siendo el mas
extendido en el control de insectos plaga, el empleo de estos agentes ha generado
efectos deletéreos, como el desarrollo de poblaciones resistentes y problemas
ambientales (Cuervo - Parra; Cortés y Ramirez-Lepe, 2016).

La resistencia a insecticidas o resistencia fisiolégica surge como consecuencia de una
fuerte presion de seleccion direccionada sobre una poblacion resultante de la
utilizacion intensiva y repetida de un producto tdxico. Se define ademés, como la
capacidad de una poblacion de insectos de tolerar dosis de insecticidas que serian
letales para la mayoria de los individuos en una poblacion normal de la misma especie
siendo el resultado de una seleccion positiva ejercida, por el insecticida, sobre genes
inicialmente en baja frecuencia. Los genes de resistencia pueden dispersarse en la
poblacién local de insectos e incluso a nivel mundial (WHO,1975).

Los dos principales mecanismos de resistencia a insecticidas son alteraciones en el

sitio blanco y un incremento en la tasa de decodificacion de los insecticidas.
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Se proponen también mecanismos basados en la disminucion de la permeacion,
aumentos en las tasas de excrecion y cambios en el comportamiento que eviten el
contacto vector - insecticida (aun siendo los vectores sensibles a estos agentes)
(Brogdon y Mc Allister, 1998, Dang et al, 2017).

La resistencia mediada por el sitio blanco ocurre cuando el insecticida no logra fijarse
al sitio de accion debido a una disminucién en la sensibilidad o alteraciones en el
mismo.

La resistencia basada en las enzimas detoxificantes se presenta cuando niveles
elevados de las mismas o modificaciones en sus actividades, contribuyen a disminuir la
dosis efectiva de un insecticida evitando que llegue a su sitio de accion. Se ha
encontrado, en especies Culex, altos niveles de resistencia a organofosforados, debido
al aumento de esterasas (Liu, 2015; Wang, 2000; Cui et al, 2006) y a piretroides
originados a partir de un incremento en la enzima citocromo p450 (Chang et al, 2016;
Feyereisen, 1999; Poupardin et al, 2008; Komgata, Ksai y Tomita, 2010; Liu, 2015).

Hoy en dia, los insecticidas sintéticos funcionan como herramienta para el control de
insectos. Sin embargo, la aplicacion indiscriminada contribuy6é a la contaminacion
ambiental, ocasionando efectos negativos sobre organismos no blancos y desarrollo de
resistencia en los insectos plaga (Chellapandian et al, 2018). Por lo anteriormente
expuesto, se requiere el desarrollo formulaciones basadas en compuestos fitosanitarios.

Los metabolitos secundarios de origen vegetal, constituyen una buena alternativa al
ejercer un potente efecto insecticida y poseer reducida toxicidad y actividad
neurotoxica nula en mamiferos, disminuida persistencia en el medio, bajo costo,
biodegradabilidad asi como especificidad sobre insectos a través del contacto y/o
mediante efecto fumigante. De este modo, las moléculas orgénicas de origen botanico
constituyen una fuente segura de compuestos para el manejo de las plagas, no
desarrollando impacto negativo sobre el medio ambiente y representando una
excelente opcidn respecto de los insecticidas sintéticos persistentes (Ahn et al, 2006;
Misra y Pavlostathis, 1997; Batish et al 2007; Isman, 2000; Jesser et al, 2018, Cespedes
et al, 2006).
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Por su parte, en lo referente al fendmeno de resistencia, se ha encontrado que los
aceites esenciales son particularmente Utiles frente a insectos que han desarrollado
esta caracteristica.

A diferencia de los pesticidas sintéticos de uso convencional basados en un Unico
componente, los aceites esenciales estdn constituidos por asociaciones complejas de
compuestos que actian de modo sinérgico generando una defensa estratégica, capaz
de dificultar el desarrollo de resistencia en las plagas (Coats, 1994; Faleiro y Miguel,
2013; Isman, 1997).

Ademas, debido a los mdltiples blancos sobre los cuales el aceite esencial puede
actuar, la resistencia en insectos se desarrolla mucho mas lentamente que con los
insecticidas quimicos tradicionales (Isman y Machial, 2006).

Finalmente, si bien no es abundante la informacion disponible sobre el mecanismo
de accion de los aceites esenciales en los insectos, ciertos aceites o sus constituyentes
producen sintomas especificos que permitirian deducir neurotoxicidad en insectos
(Kostyukovsky et al, 2002; Isman, 2006). Algunas investigaciones indican que ciertos
aceites esenciales y, en particular, los monoterpenos acttian sobre los receptores de la
octopamina, lo cual los convierte en productos altamente selectivos dado que este tipo
de receptores no esta presente en los vertebrados. De esta manera, el sistema
octopaminérgico presente en los insectos se convierte en un blanco biorracional para
su control (Enan, 2005; Price y Berry, 2006; Jankowska et al, 2018).

Cabe destacar que, la composicién quimica de un determinado aceite esencial puede
variar en diferentes ejemplares de la misma especie vegetal, e inclusive en los
diferentes 6rganos de la misma planta, como resultado de su propia fisiologia, o debido
al climay a las condiciones del suelo (Sasson, Ruso y Toledano, 2007).

Asi, el perfil quimico de un aceite natural, normalmente se modifica como resultado
de variaciones en los factores externos, por lo que surgen grandes dificultades al
momento de estandarizar la composicion de los productos de origen natural (Lorenz et
al, 2013).

Ademaés, el uso de extractos de origen vegetal en los programas destinados al control
de vectores, se ve limitado como resultado de los elevados costos de produccién no
pudiendo emplearse este tipo de productos en paises en desarrollo, donde justamente

las enfermedades transmitidas por vectores son mas frecuentes.
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Los extractos de plantas sintetizados artificialmente se muestran, sin dudas, como
una alternativa econdmicamente viable y mas segura respecto de los
larvicidas/insecticidas quimicos.

Lo anteriormente expuesto justifica el empleo de aceites sintéticos de uso comercial

para la fabricacion de formulas nanométricas con actividad larvicida.

FORMULACION DE ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales podrian constituir un método complementario o alternativo
para el manejo integrado de plagas en varios aspectos ya que consisten en mezclas de
una gran variedad de compuestos bioactivos (alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
fenoles aromaticos y lactonas, asi como monoterpenos y sesquiterpenos). No obstante,
la elevada volatilidad, baja solubilidad en agua y la tendencia a la oxidacion limitan el
empleo de estos aceites como un sistema alternativo para el control de plagas (Moretti
et al, 2002).

La reducida solubilidad acuosa intrinseca, constituye sin dudas, un desafio
tecnoldgico en lo referente a la fabricacion de productos pesticidas acuosos. Referido a
esto, en los Ultimos afios, se han llevado a cabo humerosos estudios para el desarrollo
de nuevas formulaciones larvicidas empleando nanotecnologia (Botas et al, 2017).

La nanoformulacién de los aceites esenciales podria resolver estos problemas,
protegiéndolos de la degradacion y las pérdidas por evaporacion, logrando una
liberacion controlada y facilitando la manipulacion por parte del operador (Moretti et al,
2002).

Una alternativa muy atractiva para la formulacion de agroquimicos es utilizar
sistemas del tipo microemulsion. Como se menciond en capitulos anteriores, estos son
dispersiones Opticamente isotropicos y termodindmicamente estables que ofrecen una

serie de ventajas sobre las emulsiones o/w, por las siguientes razones:
1) unavez que la composicion de la microemulsion ha sido identificada, el sistema se

prepara simplemente mezclando todos los componentes sin la necesidad de

aporte energético apreciable.
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2) debido a su estabilidad termodinamica, estas formulaciones no sufren separacion
ni descomposicion en almacenamiento (dentro de un cierto rango de
temperatura, dependiendo del sistema). Asimismo, no requieren de controles
rigurosos que aseguren la estabilidad fisica durante su aplicacion.

3) la baja viscosidad de los sistemas de microemulsion promueve facilidad de
vertido y dispersién en la dilucion quedando escasos/nulos residuos en el
recipiente.

4) posible mejora de la eficacia biologica de muchos agroguimicos, debido a la

solubilizacion del pesticida en la fase interna de la microemulsion (Tadros, 2009).

Por lo anteriormente expuesto, dentro de los grandes beneficios de las
nanoformulaciones/microemulsiones se encuentran: el incremento en la eficacia
debido al aumento del area superficial, mayor solubilidad del aceite y pesticidas
hidrofobicos en medio acuoso, induccion de actividad sistémica debido al reducido
tamanio particular y disminucion de la toxicidad debido a la ausencia de disolventes
orgénicos en la formula (Kah et al, 2013). De este modo, los productos de estructura
nanométrica anteriormente mencionados, se consideran una excelente opcion desde el
punto de vista ecolégico, econdémico y eficacia, en comparacion con las
macroemulsiones, suspensiones y demés formulas convencionales basadas en
pesticidas sintéticos. Lo anteriormente descripto argumenta el desarrollo de

microemulsiones como formulas larvicidas destinadas al control de insectos plaga.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Generar una formulacién larvicida basada en microemulsiones acuosas (aceite
en agua, o/w), constituidas por aceite esencial de geranio (Ger) y su principal

componente activo: geraniol (GOH).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la actividad toxica aguda y residualidad de las microemulsiones de
geranio Yy geraniol en larvas.

- Evaluar la actividad toxica aguda de las microemulsiones en pupas.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Surfactantes: Brij 35, Tween 80, Cremophor El (Sigma Aldrich). Fases internas: Aceite
esencial de geranio Swiss-Just, fabricado bajo supervision y control de Ulrich Jistrich

AG, Walzenhausen, Suiza; Geraniol (Sigma Aldrich). Fase externa: Agua bidestilada.

INSECTOS

Las larvas de mosquitos fueron recolectadas en una zona de agua estancada.
La identificacion de especies se realizo en el Laboratorio de Zoologia Invertebrados I,
UNS, Argentina. Se identificaron como C. pipiens pipiens y fueron mantenidas en

condiciones de temperatura adecuadas para la aclimatacion.

METODOS
DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS)

El tamafio de la fase interna asi como el indice de polidispersion fue analizado
utilizando un instrumento nano ZEN 3690 modelo Zetasizer (Malvern, Reino Unido).

Cada medicion se llevo a cabo a temperatura ambiente por triplicado.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La morfologia de las microemulsiones se determind por Microscopia Electronica.
Una gota de la dilucion de la muestra, fue transferida sobre una rejilla de cobre
recubierta de carbono, seguido de tincién negativa con una solucién de acetato de
uranilo durante 1 min.

Después la réplica se secd a temperatura ambiente, la imagen se visualiz6 con un
microscopio electronico JEOL 100 CX-ll (JEOL, Akishima, Tokyo, Japon), en el Centro
Cientifico y Tecnolégico CONICET-Bahia Blanca.
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ACTIVIDAD LARVICIDA AGUDA

Los bioensayos se realizaron conforme a las normativas WHO (1996) utilizando larvas
de C. pipiens pipiens de estadio IV.

Se emplearon recipientes plésticos que contenian 80 ml de agua. En cada uno de
ellos, se agregaron las férmulas a testear (microemulsiones/emulsiones de aceite
esencial de geranio y geraniol) logrando una serie de concentraciones de principio
activo (aceite esencial o0 monoterpeno) que comprendia el intervalo correspondiente a
10 - 130 ppm. A fin de analizar el efecto de las formulaciones sobre la actividad
insecticida se estudid la bioactividad del aceite esencial de geranio y del geraniol en el
mismo intervalo de concentraciones.

Como control se utilizé agua de grifo y la solucién micelar a una concentracion de
surfactantes equivalente a la de las formulas a ensayar.

En cada uno de los recipientes (tratamientos y controles) se agregaron veinte larvas
y se mantuvieron a 27 £ 2 °C y 60 - 70% de humedad relativa. Para cada tratamiento y
control se realizaron 6 réplicas independientes.

Después de 24 h, se registrd la mortalidad. Las larvas se consideraron muertas
cuando no presentaron movimientos corporales frente al estimulo con una aguja.

Los datos de mortalidad fueron sometidos a un analisis probit con el fin de obtener
la DL50 (dosis letal 50, dosis capaz de matar al 50% de la poblacién) y DL99 (dosis letal
99, concentracion de principio activo capaz de matar al 99% de la poblacion ensayada)
utilizando SPSS 15,0 (software estadistico). Los valores de DL50 se consideraron

significativamente diferentes, si los intervalos de confianza (95%) no se solapaban.

ACTIVIDAD LARVICIDA RESIDUAL

Segun Prophiro y sus colaboradores, el efecto residual se define como la capacidad
de mantener la actividad larvicida para un organismo blanco dado, durante cierto
periodo de tiempo.

Para estudiar el efecto residual de los productos se diluyeron en agua de grifo varias
muestras de las emulsiones (GOH 70 y Ger 70), de las microemulsiones (GOH 20 y Ger
20) y de los principios activos no formulados (aceite de geranio y GOH), obteniendo una

concentracion final a la DL99.
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Cada una de estas muestras se mantuvo en oscuridad a 27 °C + 2 °Cy 60-70% de
humedad relativa durante 28 dias.

Durante este periodo de tiempo y a distintos intervalos, se evaluo el efecto larvicida
de cada uno de los productos utilizando la metodologia descripta anteriormente. Luego

de 24 h se registro el porcentaje de mortalidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DE MICROEMULSIONES

Conforme a los datos obtenidos de los diagramas de fase, la region de
microemulsion para (Ger) fue superior al area correspondiente a las microemulsiones
de GOH, véase capitulo | - Figuras: 1.17 y 1.18. Esto podria deberse a la presencia de
diferentes potenciadores de solubilidad en el aceite esencial tales como, alcoholes de
cadena corta (Edris y Malone, 2012) que pueden actuar como co-tensioactivos,
reduciendo alin més la tension interfacial y favoreciendo la particion entre las
moléculas tensioactivas de la interfase generando un cambio en la curvatura de la
regién interfacial (Sottmann y Stubenrauch, 2009).

Con el fin de analizar la actividad bioldgica de las microemulsiones de (GOH) asi
como las formulaciones de (Ger), se prepararon 10 muestras, véase Tablas 4.1y 4.2:
cinco correspondian a microemulsiones (tres de (Ger) y dos basadas en (GOH)). Las

restantes mezclas eran emulsiones de (Ger)/agua o (GOH)/agua, véase Tabla 4.1.

TABLA 4.1- COMPOSICION, TAMARNO Y CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE EMULSIONES Y I
| MICROEMULSIONES DE ACEITE ESENCIAL DE GERANIO (Ger) Y GERANIOL (GOH). :

wanorommuiscon | ereomneme | oo
CREMOPHOR EL- BRIJ 35- TWEEN 80 (1:1:2) (G) MACROSCOPICAS

.1
1

GOH 35%

GOH 70% 482.6 EMULSION LECHOSA

MICROEMULSION
TRANSPARENTE

MICROEMULSION
1 TRANSPARENTE

MICROEMULSION
Ger 30% = TRANSPARENTE
Ger 35% .5:6. EMULSION TURBIA
0% : EMULSION LECHOSA

NOTA: LOS VALORES 10, 20, 30, ETC, SE CORRESPONDEN AL PORCENTAJE DE FASE INTERNA EN LA MEZCLA —l
SURFACTANTE/ACEITE, PREVIO A LA ADICION DE LA FASE EXTERNA |

Ger 10%

Ger 20%
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: TABLA 4.2 - COMPOSICION (% P/P) DE LAS EMULSIONES Y MICROEMULSIONES DE GERANIOL I
(GOH) ACEITE DE GERANIO (Ger) I

—_————————e e o

MUESTRAS COMPOSICION

CREMOPHOREL (2,67 %) - BRIJ 35 (2,67%) -
TWEEN 80(5,34%) - GERANIOL (1,19%)- AGUA BIDESTILADA (88,13 %)

CREMOPHOREL (2,38 %) - BRIJ 35 (2,38%) - TWEEN 80 (4,76%) -
GERANIOL (2,38%)- AGUA BIDESTILADA (88, 1 %)

CREMOPHOREL (2,11%) - BRIJ 35 (2,11%) - TWEEN 80 (4,14%) -
GERANIOL (3,61%)- AGUA BIDESTILADA (88, 03%)

CREMOPHOR EL ( 1,94%) - BRIJ 35 (1,94%) - TWEEN 80 (3,88%) -
GERANIOL (4,14%)- AGUA BIDESTILADA (88, 10%)

[
[

[

[

[

[

[

[

[

[

[

[

[
CREMOPHOR EL ( 0,88%) - BRIJ 35 (0,88%) - TWEEN 80(1,76%)- |
GERANIOL (8,37%)- AGUA BIDESTILADA (88, 11%) :
[

[

[

[

[

[

[

[

[

|

[

[

[

|
L

GOH 10%

GOH 20%

GOH 30%

GOH 35%

CREMOPHOREL (2,67 %) - BRIJ 35 (2,67%) - TWEEN 80 (5,34%) -
GERANIO (1,19%)- AGUA BIDESTILADA (88,13 %)

CREMOPHOR EL (2,38 %) - BRIJ 35 (2,38%) - TWEEN 80 (4,76%) -
GERANIO (2,38%)- AGUA BIDESTILADA (88, 1 %)

CREMOPHOREL (2,11%) - BRIJ 35 (2,11%) - TWEEN 80 (4,14%) -
GERANIO (3,61%)- AGUA BIDESTILADA (88, 03%)

CREMOPHOR EL ( 1,94%) - BRIJ 35 (1,94%) - TWEEN 80 (3,88%) -
GERANIO (4,14%)- AGUA BIDESTILADA (88, 10%)

Ger 10%
Ger 20%
Ger30%
Ger 35%

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

: GOH 70%
|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

| Ger 70%
|

(
CREMOPHOR EL (0,88%) - BRIJ 35 (0,88%) - TWEEN 80 (1,76%) -
GERANIO (8,37%)- AGUA BIDESTILADA (88, 11%)

Se sabe que no existe relacion directa entre el tamafio de las goticulas emulsionadas
y las caracteristicas fisicoquimicas de los tensioactivos usados (Chayiana et al, 2010);
por lo que el diametro particular mas pequefio que se puede lograr es
fundamentalmente una funcién de la composicion total del sistema.

Las microemulsiones obtenidas en este trabajo incluyen una mezcla de tres
tensoactivos no ionicos biocompatibles: un polisorbato (Tween 80), un éter de alquilo
de polioxietileno (Brij 35) y un surfactante derivado polioxietilénico de aceite de ricino
(Cremophor El).

El tamafio medio de particula y la distribucion de tamafio constituyeron los factores
mas importantes en el disefio de esta nueva formulacién y rutinariamente uno de los
primeros parametros a medir.

La solubilidad y la velocidad de disolucion dependen en gran medida del tamafio
particular y, en consecuencia, determinan el rendimiento bioldgico, la estabilidad fisica
y la vida util del producto (aspectos que podrian mejorarse a menor tamafio particular)

(Sasson, Ruso y Toledano, 2007). La distribucién del tamafio se evalu6 mediante el
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andlisis de los datos generados por DLS, también conocido como Espectroscopia de
Correlacion de Fotones, que permite medir didmetros que se encuentran en el rango de
3-3000 nm. DLS posibilita, ademas, la determinacion del PDI (indice de polidispersion)
que es una medida de la desviacion estandar respecto del tamafio promedio de la gota
(Patel et al, 2009). Valores de PDI de 0,1 a 0,25 indican una distribucién de tamafio
estrecha mientras que valores de PDI> 0,5 manifiestan una distribucion muy amplia
(Sasson, Ruso y Toledano, 2007).

El tamafio de las goticulas y las propiedades macroscépicas de los sistemas se
muestran en la Tabla 4.1. En esta Tabla se puede observar que los tamafios mas
pequefios se lograron con la relacion de aceite/tensioactivo méas baja (1:9).

Referido a esto, cuando altas concentraciones de agentes tensioactivos se adsorben
en la interfase resulta una tension interfacial negativa y la energia se encuentra
disponible para incrementar el area interfacial, con la consecuente reduccion del
tamafo de las goticulas (Sottmann y Stubenrauch, 2009). Asi, las microemulsiones
mostraron didmetros de fase dispersa que van desde 8 a 14 nm asociados a valores de
PDI bajos (<0,2). Esto dltimo, indicaria uniformidad en el tamafio de las goticulas
pudiendo clasificarse las férmulas como sistemas monodispersos.

Ademés de la gran estabilidad observada, respecto del resto de las formulaciones de
mayor tamarfio particular, se presume que las formulas de menor didmetro de goticula
tendrian una actividad larvicida més eficaz al aumentar el &rea superficial de la fase
interna (oleosa/aceite esencial) la que actuaria en estos casos como principio activo
otorgando a los sistemas caracteristicas larvicidas.

Las propiedades macroscopicas detalladas en la Tabla 4.1 dependen basicamente,
del tamafio de la fase interna y de su interaccion con la luz solar. Cuando el didmetro
fase dispersa es inferior a 20 nm se obtienen sistemas transparentes, de modo no se
produjo ninguna interaccion. Sin embargo a mayor diametro, las particulas interactian
con la radiacion generando, a nivel dptico, efectos de turbidez.

Las imégenes TEM de las microemulsiones de GOH 20 y Ger 20 se muestran en el
capitulo |, véase Figuras 1.17 y 1.18. Como se puede observar las fotografias revelaron
tamarfios nanomeétricos, coincidentes con los resultados arrojados por DLS, presentando

las muestras una morfologia casi esférica, de distribucion regular.
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ACTIVIDAD INSECTICIDA

Uno de los mayores inconvenientes de la utilizacion de insecticidas quimicos para el
control de larvas de mosquitos es el potencial riesgo de contaminacion ambiental y los
efectos inespecificos sobre otros organismos.

Se han llevado a cabo muchos estudios para identificar a los larvicidas mas seguros
(ecol6gicamente amigables) siendo buenos candidatos para este proposito los aceites
esenciales por presentar potencial actividad ovicida, fumigante, reguladora del
crecimiento de insectos, e insecticida frente a una gran variedad de especies (Prajapati
et al, 2005; Isman, 2000). Las caracteristicas fisico-quimicas de dichos aceites, les
permiten interferir con el metabolismo basal, bioquimico, fisioldgico y demés funciones
asociadas al comportamiento de los insectos (Kumar et al, 2011). No obstante, como se
menciond anteriormente, la naturaleza lipofila hace que los larvicidas basados en
aceites esenciales deban ser especialmente formulados para lograr aplicacion efectiva
en el medio acuético.

En este trabajo, se disefiaron microemulsiones acuosas capaces de dispersar los
principios activos con potencial actividad larvicida (GOH y Ger) en agua y alcanzar
elevada estabilidad tras la dilucion una vez aplicados en el medio acuatico.

Ademas, las microemulsiones obtenidas estdn exentas de solventes téxicos
basdndose particularmente en el empleo de tensioactivos carentes de efectos eco
toxicoldgicos, debido a los altos niveles de biodegradabilidad que presentan (Balson y
Felix, 1995).

En la Tabla 4.3 se muestran los resultados de DL50 obtenidos, para las formulas
(microemulsiones y emulsiones) basadas en GOH y Ger, 24 h después del tratamiento

efectuado sobre larvas de C. pipiens pipiens en estadio IV.
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Z s _|
| TABLA 4.3: RELACION DEL DIAMETRO PARTICULAR CON LOS VALORES DE DL50 OBTENIDOS PARA LAS

|
: EMULSIONES Y MICROEMULSIONES DE GERANIO (Ger) Y GERANIOL (GOH). :

FORMULACION DIAMETRO (NM) LIM. SUP

GOH 10%

1
GOH 30% 154,1
GOH 35% 356,7

1

LIM.INF

w

w
~
w

g
tn

1

GOH 70% 482,6

Ger 2000
8

w
~
[6,]

8,2

1:
sere
o
Ger 70% 525,3

A) Formulacién-geraniol

B —-®-—|D50 —<&—Diam. size
120 500

100 -
- 400

80 -
- 300

LD50 {ppm)

60 -

Tamafo-diam {nm)

- 200
40 -

- 100

GOH 10 GOH 20 GOH 30 GOH 35 GOH70

Formulacién

e

- < |
FIGURA 4.6: RELACION DOSIS LETAL 50 (DL50)-TAMANO PARTICULAR DE FORMULACIONES DE GOH |
TRAS 24 H DE EXPOSICION SOBRE LARVAS CULEX. |
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B) Formulacidn- aceite esencial de Geranio
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100 - { Tamafio-diam (nm)
AT |- 400
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80 e
X
- I 300
.-
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0 * .4 —& o
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Formulacién

Para las formulaciones GOH, los valores de la DL50 de la microemulsion se
aproximaron a los 32 ppm no observandose diferencias significativas entre las
microemulsiones GOH10 y GOH 20 (P <0,05). Las emulsiones, sin embargo, presentaron
valores de DL50 significativamente maés altos, superiores a los 56 ppm (P <0,05), véase
Tabla 4.3y Figura 4.6. El valor de la DL50 para GOH no formulado fue de 95.94 ppm (IC:
84,3 a107,5).

En el caso de las microemulsiones de geranio (Ger 10, 20 y 30), los valores de la DL50
se encontraron proximos a los 56 ppm no observandose diferencias significativas entre
ellas (P <0,05), mientras que para las emulsiones de geranio los valores fueron
significativamente mayores 77 ppm (p <0,05), véase Tabla 4.3y Figura 4.7. El valor de la
DL50 para el Ger no formulado fue de 89,77 ppm (IC: 80,6-95,8).

Probablemente, la elevada toxicidad de las microemulsiones en comparacion con las
emulsiones, se asocie al reducido tamafio de las goticulas que constituyen la fase
interna lo que proporcionaria un &rea superficial superior capaz de mejorar la
permeacion y distribucion del principio activo en los tejidos de insectos, aumentando la
actividad insecticida (Nel et al, 2006; Nel et al, 2009). Esto, podria deberse a la rapida
penetracion obtenida por contacto directo a través de la cuticula del insecto, o bien,
por ingestion y permeacion a través del aparato digestivo (Margulis-Goshen y Magdassi,
2013)
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Finalmente, al evaluar el efecto pupicida de las microemulsiones de GEOH 20 y Ger
20, pudo observarse que en este estado del desarrollo las formulaciones fueron mas
efectivas que en las larvas. Asi, GOH 20 produjo valores de DL50 en pupas de 22,9 ppm
(IC: 17,60-27,10) y Ger 20: 38,28 ppm (IC: 33,60-41,10).

Dado que las pupas son estados de metamorfosis completa donde el animal deja de
alimentarse, el Unico modo de penetracion de los principios activos durante el
bioensayo realizado, es la via cuticular. La alta toxicidad de las microemulsiones en el
estado pupal podria estar indicando que el tamafio de las nanogotas es el adecuado
para lograr una permeacion efectiva a través de la cuticula.

Ademés, si se tiene en cuenta que durante el estado pupal ocurre una histolisis e
histogénesis generalizada, es posible que tanto los mecanismos basicos de
decodificacion del animal como los érganos blancos de los principios activos sufran
modificaciones en los mecanismos de accion haciendo mas susceptible a las pupas que
a las larvas.

Conforme a los resultados obtenidos en los bioensayos de toxicidad aguda, se pudo
determinar que las microemulsiones de GOH fueron mas toxicas que las de Ger, tanto
en larvas como en pupas.

Cabe destacar, que GOH es un monoterpeno con una alta actividad insecticida y
repelente (Reis et al, 2016). Los mecanismos toxicologicos de GOH (probado en
cucarachas) implican efectos neurofisioldgicos (Price y Berry, 2006). Ademés, este
compuesto ha demostrado capacidad para ejercer multiples efectos dentro de las que
se destacan la eficacia como agente insecticida y antimicrobiano (Asbahani et al, 2015).

Por otra parte, como se ha mencionado con anterioridad, las microemulsiones
presentan gran estabilidad termodindmica. Se forman espontaneamente, una vez
alcanzado el equilibrio adecuado entre surfactantes y principios activos, requiriendo
solo agitacion moderada durante la fabricacion.

La estabilidad termodinamica de la formula ademés de reducir los costos de
produccion, elimina la probabilidad de separacion de fases (cremado o sedimentacion),
comunmente experimentada con los productos de uso convencional, evitando la
presencia de depoésitos en tanques y los consecuentes inconvenientes que pudieran

surgir tras la pulverizacion del producto. Asimismo, el componente acuoso presente
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como fase continua promoveria alta estabilidad tras la diluciébn en el medio de
aplicacion.

Referido a esto Ultimo y con el objeto de evaluar la capacidad de mantener la
actividad larvicida durante cierto periodo de tiempo, se estudio en larvas de C. p.pipiens
(a las DL99) la toxicidad residual de las microemulsiones (Ger 20 y GOH 20) y las
emulsiones (Ger 70 y GOH 70) asi como el efecto de los activos no formulados.

Para las férmulas de GOH, las dosis estudiadas fueron: GOH 20: 73 ppm; GOH 70:
213 ppm y GOH puro: 156 ppm, véase Figura 4.8. Para las formulas de Ger, las dosis
estudiadas fueron: Ger 20: 99 ppm; Ger 70: 158 ppm y Ger no formulado: 153 ppm

véase Figura 4.9.

i 100 - el e = . A
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Para todos los productos se observo una dependencia de la toxicidad en funcion del
tiempo.

La emulsion de GOH fue la més eficaz manteniendo un 100% de mortalidad hasta el
séptimo dia y generando mas del 50% de mortalidad hasta los 25 dias de
almacenamiento. En contraste, el GOH no formulado produjo una mortalidad del 81,5%
después del primer dia de almacenamiento y mas del 50% hasta el décimo dia.

La microemulsion sélo produjo una mortalidad del 100% después del primer dia y
mas de 50% hasta el quinto dia de almacenamiento. Es posible concluir que 3 dias
después de la preparacion de las mezclas, la eficacia para formulaciones de GOH fue:
emulsion> geraniol no formulado> microemulsion, véase Figura 4.8.

En los bioensayos que contienen aceite esencial de geranio y sus formulaciones, se
observo una situacion diferente. La formula més efectiva fue la microemulsion capaz de
producir un 100% de mortalidad hasta el quinto dia de almacenamiento y ocasionar
mas del 50% de mortalidad hasta los 21 dias después de la fabricacion, véase Figura 4.9.

Por otra parte, la emulsion de geranio s6lo produjo una mortalidad del 100%
después del primer dia de almacenamiento y méas del 50% de mortalidad hasta el
quinto dia. Por ultimo, el aceite esencial de geranio no formulado generdé una
mortalidad 61,55% después del primer dia de almacenamiento.

Para la emulsion de geranio y el aceite esencial de geranio no formulado, luego de 18
dias de almacenamiento no se observé actividad larvicida, mientras la microemulsion
produjo efecto hasta el final del bioensayo. En conclusion, la eficacia larvicida de Ger
fue: microemulsién> emulsion> Ger no formulado, véase Figura 4.9.

Teniendo en cuenta los resultados se puede concluir la existencia de diferencias en
los perfiles toxicoldgicos residuales: para el GOH, la emulsion fue la més efectiva y para
Ger, la microemulsion fue el sistema que demostré mayor actividad residual. Esto
podria explicarse teniendo en cuenta la composicion de la fase dispersa. El aceite de
geranio contiene més de 10 monoterpenos, mientras que s6lo uno de estos
componentes constituye la fase dispersa de las formulaciones de GOH.

En el primer caso, probablemente, la diversidad de las fuerzas internas generadas
entre los monoterpenos y las cadenas hidrocarbonadas de tensioactivos sea capaz de

minimizar la disrupcion en la region interfacial tras la dilucion las microemulsiones. En
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consecuencia, este tipo de microemulsion podria resistir el efecto de dilucion en mayor
medida respecto de aquellas formadas solo por un Gnico componente GOH.

De este modo, para el caso del GOH, es probable que la dilucion afecte la estabilidad
del sistema a lo largo del tiempo generando una reduccion de los efectos toxicol6gicos
durante el transcurso del bioensayo. En consecuencia, el efecto larvicida general puede
atribuirse a la cantidad total de principio activo a la que fueron expuestos los insectos:
GOH 70 (213 ppm) > GOH no formulado (156 ppm)> GOH 20 (73 ppm).

Para concluir, incluso en los bioensayos toxicoldgicos agudos, las microemulsiones de
GOH fueron més toxicas que las del Ger. Se prefieren, sin embargo, las Ultimas como
formulaciones larvicidas debido a la estabilidad tras la aplicacion.

De acuerdo con nuestros resultados y teniendo en cuenta que el tiempo de
desarrollo del huevo de C. pipiens pipiens a adultos es de 10 a 14 dias, dependiendo de
la temperatura, humedad y fotoperiodo (Becker et al, 2010), una vez que la
microemulsion de Ger se aplica en campo, la toxicidad residual probablemente podria
afectar al primer estadio de la nueva generaciéon manteniendo el control hasta una

nueva aplicacion.
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CONCLUSION

La estrategia mas adecuada de control de insectos plaga, procura minimizar los
posibles efectos nocivos sobre el medio ambiente evaluando los costes relativos de
control en funcién de la eficacia alcanzada, en términos de mejora de la calidad de vida,
prevencion de enfermedades asi como la reduccion en los volimenes de plaguicidas y
frecuencia de los tratamientos a realizar.

Debido a la falta de vacunas y medicamentos adecuados para el tratamiento de
algunas enfermedades causadas por mosquitos, una buena alternativa es controlar a la
poblacién del vector durante la fase inicial, en la cual las larvas se encuentran inmdviles.
Cabe destacar, que la resistencia a los pesticidas asi como los efectos deletéreos,
asociados a la acumulacion en el ambiente, generan la necesidad de emplear formulas
naturales.

En la busqueda de alternativas reales que puedan aplicarse en los programas de
control de enfermedades transmitidas por vectores, los aceites esenciales constituyen
una excelente opcién por su potencial actividad larvicida, bajo nivel de toxicidad para
los mamiferos y su limitado impacto ambiental consecuencia de la biodegradabilidad
(Sugumar et al, 2014).

Las microemulsiones o/w disefiadas, facilitaron la formulacion de dichos aceites
permitiendo la obtencion un producto final hidrosoluble capaz de ser aplicado
efectivamente en los medios acuaticos habitados por las larvas de Culex pipiens pipiens.
Asimismo, el empleo de sistemas tensioactivos de baja toxicidad, la estabilidad
termodindmica y el tamafio extremadamente pequefio de las gotas hacen que estos
sistemas resulten atractivos debido a los altos niveles de eficacia bioldgica, bajo impacto
ambiental y sobre el operador, asi como el reducido costo de manufactura.

La facilidad de difusion/propagacion de la formula en medio acuoso desde su sitio de
aplicacion facilitaria el uso a pequefa escala. De este modo, el control de mosquitos en
espacios acudticos reducidos, podria ser realizado por miembros de comunidades
rurales sin maquinaria o capacitacion especializada ya que todos los componentes de la

mezcla son materiales orgénicos seleccionados por su baja toxicidad en mamiferos, al
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igual que los aceites esenciales y sus componentes (comunmente empleados en
productos de uso cosmético).

Conforme a los resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos, se puede concluir
que la microemulsion del aceite de geranio constituye una nueva opcion para el manejo
integrado de la poblacion de Culex pipiens pipiens.

No obstante, las condiciones de los experimentos descritos aqui difieren de aquellos
en el campo, en cuanto a variaciones de algunas condiciones experimentales (tal es el
caso de la presencia de la tapa del recipiente de ensayo, que si bien presenta pequefias
perforaciones podria reducir la pérdida por evaporacion de los compuestos volatiles,
variaciones de temperatura y demas perturbaciones que podrian destruir la pelicula
superficial). Consecuentemente, la formula requeriria pruebas de campo debiendo

verificarse la factibilidad de aplicacion a través de estudios mas exhaustivos.
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