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Resumen

La cornea es una barrera esencial para la protecciéon ocular y su dafno representa una
causa significativa de ceguera a nivel mundial. El uso inadecuado de anestésicos tépicos
como el clorhidrato de proparacaina puede generar lesiones corneales severas, lo que
resalta la importancia de evaluar su permeabilidad e impacto histolégico. Este estudio
implementd un ensayo ex vivo para evaluar la permeacion y el potencial de irritacion del
clorhidrato de proparacaina. Se emplearon celdas de Franz y cérneas porcinas para
evaluar la permeabilidad del farmaco en diferentes concentraciones. La cuantificacion del
farmaco se realizé mediante espectrofotometria UV-Vis. También se llevd a cabo un
analisis histologico de las corneas tratadas, clasificando las lesiones en epitelio, estroma'y
endotelio. Los ensayos de permeacion en celdas de Franz evidenciaron que la
proparacaina presenta baja permeabilidad corneal (9.33 x107 cm/s), favoreciendo su
retencién en el epitelio y limitando su difusion al estroma. Se determiné que la
concentracion inicial y el tiempo influyen significativamente en la cantidad permeada, con
un efecto dominante del gradiente de concentracién. Aunque la formulacién comercial
presento diferencias en algunas dosis aplicadas, estas se atribuyen mas a la concentracion
que a la presencia de cloruro de benzalconio (CB) como preservante en la solucién
oftalmica. El analisis histolégico mostré que concentraciones elevadas de proparacaina
causan dafio corneal significativo al igual que el etanol, empleado como control positivo y
clasificado como causante de irritacion ocular grave. El coeficiente de correlacién de
Spearman (p = 0.5449, p = 3.027x 10'%) confirmé una relacién positiva entre la permeacion
y el potencial irritante. Este estudio soporta el uso de cérneas porcinas y celdas de Franz
como un modelo ex vivo eficaz para evaluar la permeacién y el potencial de irritacion de
farmacos oftalmicos, reduciendo la dependencia de ensayos in vivo. Se destaca la
importancia de estandarizar las pruebas in vitro segun el tipo de tejido, ya que la cérnea
es mas especializada que la piel y presenta caracteristicas unicas que afectan la

permeabilidad y la respuesta a los farmacos.

Palabras clave: clorhidrato de proparacaina, permeacién corneal, irritacion corneal,

integridad histoldgica, ex vivo, celdas de difusion de Franz.
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Abstract

Implementation of an ex vivo bioassay for corneal permeation and irritation:
evaluation of proparacaine hydrochloride as a case study
The cornea serves as a critical barrier for ocular protection, and its damage constitutes a
significant cause of blindness worldwide. The improper use of topical anesthetics such as
proparacaine hydrochloride can induce severe corneal injury, underscoring the need to
assess its permeability and histological impact. This study implemented an ex vivo assay
to evaluate the permeation and irritation potential of proparacaine hydrochloride. Franz
diffusion cells and porcine corneas were employed to investigate drug permeability across
different concentrations. Drug quantification was performed using UV-Vis
spectrophotometry. Additionally, histological analysis of the treated corneas was
conducted, classifying lesions across the epithelium, stroma, and endothelium. Permeation
assays using Franz cells revealed that proparacaine exhibits low corneal permeability (9.33
x107 cm/s), favoring its retention in the epithelium and limiting its diffusion into the stroma.
The initial concentration and exposure time were found to significantly influence the
permeated amount, with the concentration gradient exerting a dominant effect. Although
the commercial formulation showed variation at certain applied doses, these differences
were primarily attributed to drug concentration rather than the presence of benzalkonium
chloride (BAK) as a preservative in the ophthalmic solution. Histological analysis
demonstrated that high concentrations of proparacaine induced significant corneal
damage, comparable to ethanol, which was used as a positive control and classified as a
severe ocular irritant. Spearman's correlation coefficient (p = 0.5449, p = 3.027x 107'6)
confirmed a positive association between drug permeation and its irritative potential. This
study supports the use of porcine corneas and Franz diffusion cells as an effective ex vivo
model for evaluating the permeation and irritation potential of ophthalmic drugs, contributing
to the reduction of reliance on in vivo testing. The importance of standardizing in vitro
assays according to tissue type is emphasized, given that the cornea is more specialized
than the skin and possesses unique properties that influence both drug permeability and

tissue response.

Keywords: proparacaine hydrochloride, corneal permeation, corneal irritation, histological

integrity, ex vivo, Franz diffusion cells.
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Introduccion

La cornea, elemento esencial en la funcidn visual, actia como barrera protectora frente a
multiples sustancias (1). Segun la organizacién mundial de la salud (OMS), la ceguera
corneal constituye el 5,1% de los casos de ceguera mundial, lo que resalta la necesidad
de estudios que permitan entender la seguridad de compuestos quimicos capaces de
provocar dafo irreversible (2). Estos estudios son fundamentales no solo para la
evaluacién de compuestos quimicos (entre ellos los farmacos o ingredientes farmaceéuticos

activos), sino también para el desarrollo de medicamentos oftalmicos seguros y efectivos

(3).

En linea con ello, la OMS también sefiala que las enfermedades de la cornea representan
la cuarta causa de ceguera prevenible a nivel mundial (4). Esta realidad, junto con la alta
prevalencia de ceguera y baja visidén, subraya la importancia de impulsar investigaciones
que contribuyan a reducir el impacto de estas condiciones sobre la calidad de vida (5,6).
Desde una perspectiva de salud publica, resulta clave promover la estandarizacién y
validacién de metodologias ex vivo, que permitan garantizar la eficacia, seguridad y calidad
de las formulaciones oftalmicas, facilitando su aprobacién regulatoria y posterior acceso al

mercado (7).

Aunque los estudios in vivo se destacan en la investigacion preclinica ocular, sus
limitaciones éticas, econdmicas y de reproducibilidad han impulsado el desarrollo de
alternativas. Estas, ademas de reducir el uso de animales, ofrecen ventajas como menor
variabilidad biolodgica y mayor estandarizacion (8). En este estudio se adopta el término ex
vivo para describir el modelo empleado, dado que utiliza cérneas porcinas aisladas, las
cuales conservan la estructura y propiedades bioldgicas del tejido. A diferencia de los
ensayos puramente in vifro, que usan membranas sintéticas o cultivos celulares, este
enfoque permite evaluar la permeacién del farmaco en condiciones mas cercanas a la

fisiologia ocular (9).

Un objetivo compartido por varias organizaciones es el desarrollo de nuevas estrategias
para implementar guias con metodologias ex vivo en la evaluacion y seguridad de
sustancias quimicas. Estas guias han surgido como una solucion para estandarizar

protocolos experimentales en un contexto de regulacion internacional (9). En este contexto,



las celdas de Franz emergen como una herramienta para evaluar la permeacién corneal,
proporcionando informaciéon clave sobre la interaccion de farmacos con los tejidos

oculares.

Existen varios ingredientes farmacéuticos activos (IFA) con riesgo potencial de generar
toxicidad a nivel corneal, un ejemplo relevante es el clorhidrato de proparacaina, un
anestésico local ampliamente utilizado en procedimientos oftalmicos (10). Aunque efectivo,
su uso indebido puede generar dafos severos en la cérnea, como defectos epiteliales y
pérdida visual. Este problema se agrava por su venta sin prescripcién medica, lo que
aumenta el riesgo de abuso y toxicidad (11,12). Estudios recientes han demostrado efectos
citotoxicos y proapoptéticos del farmaco en modelos in vitro (13), pero la informacién sobre

su permeacion e impacto histologico en la cornea sigue siendo limitada (14-18).

Los estudios preclinicos oculares in vivo, aunque valiosos, presentan limitaciones para
evaluar con precision el papel de la cornea como barrera de penetracion debido a la
interaccion con otros tejidos y a la dificultad para medir su permeabilidad de manera
cuantitativa (19-22). A nivel internacional, organismos como la organizacién para la
cooperacion y el desarrollo econémico (OCDE) y la administracion de alimentos vy
medicamentos (FDA) han trabajado en la estandarizacion de metodologias para la
evaluacion de sustancias quimicas, promoviendo el reemplazo de estudios in vivo por
alternativas ex vivo (9,23,24). Sin embargo, estas guias presentan limitaciones,
especialmente en el contexto de la permeacion corneal, donde los estudios existentes se
enfocan en mayor medida en piel o0 mucosa bucal (24). Esto subraya la necesidad de
desarrollar y validar protocolos especificos para corneas. En Colombia, los estudios locales
que emplean celdas de Franz se limitan principalmente a investigaciones desarrolladas al
interior del Grupo de Investigacion, en piel y boca, evidenciando una brecha en su

aplicacion para estudios oftalmicos (25-27).

La administracion tépica de farmacos, por su naturaleza no invasiva, es la via mas utilizada
en oftalmologia, lo que resalta la importancia de validar protocolos de permeacion e
irritacion corneal mediante ensayos ex vivo. El empleo de corneas porcinas se presenta
como una alternativa eficaz debido a su similitud con la cérnea humana (28-30). Dado que
los cultivos y tejidos corneales humanos son de dificil acceso, este modelo de origen

animal se posiciona como una opcion viable y efectiva para evaluar la eficacia y seguridad



de diversas sustancias quimicas, entre ellos los IFAs y los medicamentos que se

desarrollen con estos (31).

En este contexto, la implementacion de un ensayo ex vivo para analizar la permeacion e
irritacion corneal del clorhidrato de proparacaina en celdas de Franz permite evaluar su
capacidad de absorcién y los dafos histolégicos generados, ademas de abordar el
problema del uso indebido del medicamento en Colombia. Adicionalmente, la
implementacién de este ensayo pone a disposicién del grupo de investigacion una
herramienta de evaluacion para estudios similares o para el desarrollo de nuevos

medicamentos de administracion ocular.

Objetivos

Objetivo general

Implementar un ensayo ex vivo de permeacion e irritacién corneal, para evaluar la posible
absorcion y lesiones celulares, que el clorhidrato de proparacaina de aplicacion topica

pudiera ocasionar.

Objetivos especificos

e Definir las condiciones metodolégicas del o los ensayos ex vivo de permeacion e
irritacion corneal para la evaluacion del clorhidrato de proparacaina.
e Evaluar el potencial de permeacion e irritacion del clorhidrato de proparacaina solo

y como medicamento oftalmico.



Capitulo 1. Marco tedérico

Caracteristicas anatomicas e histolégicas del ojo

El ojo presenta una anatomia, fisiologia y bioquimica compleja, lo que hace que este
organo sea altamente impenetrable para ciertos farmacos. El ojo se puede dividir en dos
segmentos (Figura 1); segmento anterior, formado por la cérnea, la conjuntiva, el iris, el
cuerpo ciliar y el cristalino; y el segmento posterior se refiere a los dos tercios posteriores
del ojo, incluida la membrana hialoidea anterior y todas las estructuras detras de ella, como

el vitreo, la retina, la coroides y el nervio optico (32).
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Figura 1. Anatomia del ojo humano (EPR, epitelio pigmentario de la retina). Fuente: (33).

La cornea es una estructura delgada, transparente, lisa, avascular, altamente inervada, de
forma convexa y asférica, es la responsable de las tres cuartas partes del poder didptrico
del ojo. Al ser una estructura avascular, el aporte de oxigeno, nutrientes y la eliminacién
de productos metabdlicos se realiza por medio del humor acuoso, pelicula lagrimal y
vasculatura perilimbica. El suministro de oxigeno a la cornea proviene de la atmdsfera; la
cornea accede a ese oxigeno por difusion a través de las lagrimas, con un gradiente de
oxigeno descendente anteroposterior (34). El sustrato principal para la generacion de
trifosfato de adenosina (ATP) en la cérnea es la glucosa, la cual ingresa desde el humor

acuoso hacia el endotelio corneal. Esta glucosa se metaboliza a través de la glucdlisis, el



ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la cadena transportadora de electrones. EI ATP
generado se utiliza localmente, aunque también puede difundirse a través del estroma
hacia los queratocitos y células del epitelio corneal, siendo este ultimo el tejido con mayor

demanda energética debido a su alta actividad metabdlica y regenerativa (34).a

La cérnea esta delimitada por el limbo esclerocorneal, el cual se encuentra vascularizado;
ademas de servir de reservorio para albergar a las células madre pluripotentes, la cérnea
continua con la esclera y conjuntiva (1). La cornea se compone de cinco capas: epitelio
corneal, capa de Bowman, estroma, membrana de Descement y endotelio, las cuales se
diferencian no solo por su anatomia sino también por su funcién (Figura 2). El espesor
corneal va aumentando a medida que se acerca a la periferia; en la zona central el espesor
es de 540-560 nm y en la periferia de 660-700 nm (34).

Pelicula lagrimal

}* Epitelio

—— = =1 Capa de Bowman

- — Estroma
-

Membrana de Descemet

L~  Endotelio

Figura 2. Diagrama de la estructura corneal en seccion transversal. Fuente: (34).

El epitelio corneal esta formado por cinco o seis capas de células epiteliales no
queratinizadas, estratificadas y escamosas. Las diferentes capas epiteliales de la cérnea
incluyen dos o tres capas de células superficiales y aladas, y una sola capa de células

basales. El epitelio corneal es una estructura compacta sin espacios intercelulares ni



interdigitaciones entre las células. Las superficies celulares estan conectadas por uniones
desmosomicas. Las funciones clave del epitelio corneal son: proteccion radioldgica,
fitrando la radiacion ultravioleta; estabilizacion de las lagrimas, mediante
microvellosidades que ayudan a mantener la pelicula lagrimal; barrera protectora, con
uniones estrechas que bloquean el paso de liquidos y microorganismos, y produccion de

moco a traveés del glicocaliz (34).

Las células epiteliales superficiales son las unicas células de la cérnea que se renuevan,
esto gracias a las células madre pluripotentes ubicadas en el limbo corneoescleral; esto
sucede cada 7-10 dias. El estroma corneal se intercala entre la capa de Bowman y la
membrana de Descemet y representa el 95% del grosor corneal. El estroma consiste en
queratocitos, células fibroblasticas, tejido neural y células de Schwann. Esta capa no es
regenerativa. La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio corneal.
Contiene fibrillas de colageno y tiene una textura amorfa y acelular. El endotelio corneal es
la monocapa mas interna de células hexagonales, esta en contacto directo con el humor
acuoso y presenta una bomba metabdlica activa que extrae el agua del estroma para

mantener la transparencia (35).

Los nervios sensoriales en el epitelio corneal ingresan como axones desnudos, tras
desprenderse de las células de Schwann. La mayoria viaja entre los pliegues del
plasmalema de las células basales, y algunas proyecciones se extienden hacia la
superficie ocular (Figura 3). La cérnea es uno de los tejidos mas inervados, con unos 7000

nociceptores por mm?, principalmente derivados del nervio trigémino (34).

o Fibras
nerviosas
corneales

intraepiteliales

Lémina basal

Estroma

Nervios del
Estroma

Figura 3. Inervacion sensorial de la cérnea. Fuente: (34).



La inervacion sensorial juega un papel crucial en la regulacién de la produccién de
lagrimas. Las neuronas aferentes del nervio trigémino, presentes en la cornea y los
parpados, captan informacién sensorial en respuesta a cambios de temperatura y a
estimulos nocivos mediante mecanorreceptores, receptores polimodales y receptores de
frio. Esta activacién desencadena reflejos tanto autbnomos como somaticos, que incluyen

un aumento en la produccion de lagrimas y el reflejo de parpadeo (34).

En cuanto al resto de estructuras que componen el segmento anterior del ojo esta la
conjuntiva, una membrana mucosa ftransparente que recubre el ojo, esta muy
vascularizada y gracias a esto contribuye al drenaje de sustancias a la circulacion
sistémica; también presenta una amplia red linfatica, tiene funcién de proteccion y media
en la inmunidad pasiva y activa. El iris esta ubicado en la regidén posterior de la cornea y
aparece como una raiz del cuerpo ciliar; el iris permite la formacion de una abertura llamada
pupila encargada de regular la cantidad de luz que pasa a través de la retina. El cuerpo
ciliar es el encargado de controlar la entrada y salida del humor acuoso. La zona de las
fibras zonulares ubicada en el cuerpo ciliar se encarga del enfoque de objetos. El cristalino
es transparente, avascular, no inervado y biconvexo. Su funcion es regular el intercambio
pasivo de sustratos metabdlicos y desechos a través de una difusién simple; ademas,

controla la entrada de luz en el ojo y su refraccion (34).

Barreras oculares y su impacto en la biodisponibilidad de
farmacos oculares

La baja biodisponibilidad ocular y la compleja farmacocinética de los farmacos se deben
en gran parte a las barreras oculares. La biodisponibilidad ocular se ve influenciada por
varios factores que estan relacionados con las propiedades fisicoquimicas del IFA y la
complejidad de las estructuras oculares, como: drenaje de la pelicula lagrimal, absorcién
sistémica del activo, permeacién, presencia de conservantes, union del farmaco a la
melaninay a las proteinas de la lagrima, barreras oculares, metabolismo, entre otros, todos
en conjunto van a dar como resultado un 5-10% de biodisponibilidad total del IFA
(3,32,36,37).

Suponiendo que un medicamento se administre por via tdpica ocular, su instilacién

inadecuada y un mal cierre de los puntos lagrimales pueden disminuir el volumen instilado.



Desde el momento en que el IFA entra en contacto con el ojo, el parpadeo reflejo, la unién
del farmaco a las proteinas de la pelicula lagrimal, el conducto nasolagrimal, va a provocar
que una buena parte del volumen instalado sea excretado, ademas del drenaje de la
conjuntiva debido a la presencia de capilares sanguineos vy linfaticos conjuntivales, que
pueden causar una pérdida significativa del farmaco en la circulacion sistémica; la
velocidad del drenaje depende de la viscosidad, potencial de hidrogeno (pH), conservantes
y tonicidad del medicamento que debe ser igual al del ojo, para no provocar un exceso,
disminucion de secrecion de la lagrima o una alteracién en la permanencia en el
tejido (3,32,36,37).

Una vez que el farmaco ingresa, intenta permear las barreras anatdomicas, ya sea por via
corneal o conjuntival, dependiendo de su solubilidad. Si el farmaco pasa a la camara
anterior, el flujo y drenaje del humor acuoso, ademas de las enzimas metabolizadoras y
bombas de salida que tienen los tejidos oculares, va a seguir influyendo y disminuyendo la
biodisponibilidad. Por otro lado, la unién del farmaco a la melanina afecta su respuesta, la
toxicidad y la duracion de la actividad, que puede deberse a su distribucion y retencion en

los tejidos oculares pigmentados (3,32,36,37).

La farmacocinética ocular presenta varias limitaciones, principalmente debido a la
complejidad de analizar y extraer muestras in vivo de los fluidos intraoculares. Por esta
razon, la aprobaciéon de nuevas moléculas de aplicacion oftalmicas suele basarse en
estudios preclinicos en animales y modelos farmacodinamicos. En términos de
farmacocinética por compartimentos, cada estructura del ojo puede considerarse un
compartimento independiente, separado por barreras anatémicas y bioquimicas, lo que

refleja la diversidad estructural y funcional de los tejidos oculares (3).

Las barreras oculares se pueden dividir segun su ubicacion y la naturaleza del tejido. Su
funcién es impedir el acceso de diferentes sustancias quimicas, téxicas y/o agentes
terapéuticos a su sitio de accion (Figura 4). En el segmento anterior existen varios tipos de
barreras: la pelicula lagrimal, compuesta por una estructura lipido-acuosa-mucina, con una
eliminacion constante; parpadeo reflejo, que puede aumentar o disminuir segun el pH o
tonicidad del medicamento o frente a la presencia de una alteracion palpebral; la cérnea
como barrera principal estatica de moléculas hidrofilicas; y la barrera hematoacuosa que
se compone de uniones estrechas de epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar y del iris, y

vasos sanguineos del circulo arterial mayor (36).



En el segmento posterior, el vitreo presenta componentes bioquimicos que afectan la tasa
de movimiento de las moléculas a través del tejido para llegar a la retina; ademas, los
cambios estructurales relacionados con la edad y la presencia de inflamacién también
pueden tener un efecto sobre dicho movimiento. El epitelio pigmentario de la retina y el
endotelio retiniano forman la barrera hematorretiniana (BRB, por sus siglas en inglés).
Estas estructuras presentan uniones estrechas que disminuyen la permeacién para las
sustancias hidrofilas. La BRB tiene caracteristicas similares a las de la barrera
hematoencefalica; el transporte de las sustancias en su mayoria estd mediado por
transportadores de membranas, lo que dificulta el paso de sustancias por su compleja

estructura (36).
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Figura 4. Barreras oculares en la administracion de farmacos (BRB, barrera
hematorretiniana). Fuente: (38).

Comprender la farmacologia ocular, los mecanismos moleculares y las interacciones de
los farmacos con las membranas ha permitido el desarrollo de nuevas vias de
administracion. Estas surgen a partir de la baja biodisponibilidad de muchas moléculas
ocasionadas por las barreras oculares y las caracteristicas fisicoquimicas propias del

compuesto (Figura 5) (37).
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En el segmento anterior, las vias de administracién se dividen segun el tejido blanco que
quieren penetrar: administracion topica, subconjuntival, intraestromal e intracameral,
siendo la via topica la mas utilizada por su autoadministracién no invasiva y buena
adherencia reportada. Por otro lado, en el segmento posterior se destaca la via intravitrea
y subretiniana para tratar enfermedades de retina y vitreo, permitiendo asi el uso de
sustancias con un tamafio molecular grande, volumenes altos, disminucién de efectos

secundarios en tejidos no diana y la introduccion de moléculas poco permeables (37).
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Figura 5. Vias de administraciéon de farmacos. Fuente: (39).

La penetracién del farmaco a través de los tejidos oculares después de la administracion
tépica puede seguir el camino corneal o conjuntival, dependiendo de la solubilidad o el
tamarfio de particula (40). El recorrido de la sustancia a través de la cérnea hasta la

circulacion sistémica se evidencia en la Figura 6.

Por otra parte, el que un farmaco alcance una diana terapéutica a nivel oftalmico, mediante
una administracién sistémica, ya sea por via oral o intravenosa, tiene como inconveniente
que se requeririan concentraciones muy elevadas para alcanzar un efecto terapéutico, y
solo una pequena fraccion del farmaco alcanzaria los tejidos oculares debido a la presencia

de la barrera hematorretiniana que, como se menciond, presenta una estructura con
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uniones estrechas que impiden el paso de sustancias por difusién; estos altos niveles de
concentracién pueden ocasionar efectos toxicos. La otra alternativa, la administracion
intravitrea, presenta desventajas por su naturaleza invasiva como desprendimiento de
retina, hemorragia vitrea, cataratas, elevacion de la presion y toxicidad ocular. Esto hace
que la administracion topica sea la via de preferencia. En este contexto, en el presente

estudio se pretende simular mediante un ensayo ex vivo la administracién tépica (37).
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Figura 6. Penetracién de farmacos después de la aplicacién topica, sistémica y
administracion intravitrea. Las barreras oculares (BRB, barrera hematorretiniana). Fuente:
(40).

Propiedades fisicoquimicas y su relacidn con |la
permeabilidad
La solubilidad de una sustancia en un disolvente se refiere a la concentracidon maxima de

soluto que puede disolverse bajo condiciones especificas de temperatura, presién vy

composicion del disolvente. En otras palabras, corresponde a la concentracién del soluto
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en la solucion en equilibrio con el soluto en exceso, y se puede determinar cuantificando
la concentracion en el sobrenadante, en la condicién de equilibrio sefialada. Por su parte,
cuando la concentracion del soluto supera este limite de solubilidad, se produce un estado
de sobresaturacion. Esta condicion es termodinamicamente inestable y constituye el
principal impulsor del proceso de cristalizacién, ya que es necesario alcanzar cierto grado
de sobresaturacién para que se inicie la formacién de una fase sdlida a partir de una

solucion previamente saturada (41).

En este contexto, es importante diferenciar entre la solubilidad intrinseca (So) y la
solubilidad aparente, ya que modificar el pH puede mejorar la solubilidad, y por
consiguiente la permeabilidad de una sustancia. La solubilidad intrinseca se refiere a la
capacidad de disolucion del farmaco en su forma original, sin disociar, mientras que la
solubilidad aparente incluye la forma disociada del farmaco, que puede estar influenciada

por factores como el pH del medio (42,43).

Aunque la solubilidad no depende de factores cinéticos, como el tamario de las particulas,
la disolucion, que es el proceso mediante el cual un soluto se convierte en una solucion, si
lo hace. Esto es crucial, ya que tanto la solubilidad como la velocidad de disolucién tienen
un impacto directo en la biodisponibilidad del farmaco, es decir, en la cantidad y la rapidez

con que el farmaco es absorbido por la cornea (42,43).

Segun la definicion de la OMS sobre la absorcion, acogida por el comité cientifico de
seguridad del consumidor (SCCS) adaptandola al contexto ocular, la permeabilidad
corneal se refiere a la capacidad de las sustancias para atravesar la cérnea. Este concepto
se puede desglosar en términos especificos: la penetracion implica la entrada de una
sustancia en el epitelio corneal. En contraste, la permeacion involucra que la sustancia no
solo ingresa a una capa, sino que se desplaza de manera continua hacia una segunda
capa que presenta diferencias funcionales y estructurales con respecto a la primera, es
decir el estroma o endotelio corneal (44). Finalmente, la absorcion se entiende como el
proceso completo que incluye la penetracion, la permeacion y la posterior llegada del
compuesto a los tejidos internos. Es decir, implica que una sustancia atraviesa todas las
capas de la cérnea y alcanza los tejidos oculares internos, donde puede ejercer un efecto
biolégico (45).
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La interaccion entre disolucion, solubilidad y permeabilidad es clave en la formulacion y
desempefio de los medicamentos. La solubilidad determina la cantidad de farmaco que
puede disolverse en un volumen determinado de medio antes de atravesar una barrera
bioldgica; como se menciond, el proceso mediante el cual el IFA entra en solucion en ese
medio biolégico es lo que se refiere a la disolucion, mientras la permeabilidad es la
propiedad fisicoquimica intrinseca de un IFA, que esta asociada con su capacidad de
atravesar membranas bioldgicas y el proceso de permeacion se relaciona con la velocidad
y el grado con el que el farmaco atraviesa estas barreras biolégicas (46). Estos procesos

son determinantes para la biodisponibilidad (47).

Un farmaco altamente soluble, pero con baja permeabilidad, puede disolverse rapidamente
en un medio acuoso, como el agua, lo que facilita su disponibilidad, pero no logra atravesar
de manera eficaz las barreras bioldgicas, limitando su efectividad. Por el contrario, un
farmaco con alta permeabilidad, pero baja solubilidad por la falta de disoluciéon adecuada
en el medio acuoso impediria que las moléculas estén disponibles para atravesar dichas
barreras, lo que comprometeria su capacidad para alcanzar concentraciones terapéuticas
efectivas. Por ello, es esencial lograr un equilibrio entre estas propiedades para garantizar
que el farmaco sea absorbido y genere un efecto terapéutico; ademas, las propiedades
ADMET (absorcion, distribucidn, metabolismo, eliminacién y toxicidad) también dependen

de este equilibrio (46).

El potencial de absorcién corneal de farmacos que se transportan principalmente por
difusién pasiva se puede predecir a partir de propiedades moleculares, como el area de
superficie polar, los enlaces de hidrégeno, el coeficiente de reparto octanol-agua (log P),

el coeficiente de distribucion (log D), el pKa y el peso molecular (47).

El log P es el coeficiente de reparto verdadero octanol-agua, que evalia la lipofilia
intrinseca de una sustancia considerando Unicamente su especie no disociada, es decir,
sin incluir el efecto de la ionizacién. Por otro lado, el log D se refiere al coeficiente de
reparto aparente, que depende del pH del medio y puede incluir la contribucion de especies
ionizadas u otros factores, como el empleo de solventes diferentes al octanol. Ambos
coeficientes reflejan la lipofilicidad de una sustancia; un log P elevado indica una mayor
afinidad por los lipidos, lo que sugiere que es mas probable que el compuesto permanezca

en las capas lipidicas en lugar de difundirse al medio acuoso (47).
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El Log D es un determinante crucial en la permeabilidad corneal de los farmacos, ya que
su incremento mejora notablemente la capacidad del farmaco para atravesar las distintas
capas de la cornea. Aunque el endotelio es una capa delgada, su permeabilidad depende
tanto del tamano molecular del farmaco como de su coeficiente de distribucién. La principal
ruta de entrada de los farmacos a través de la cérnea es mediante difusién pasiva a través
del camino transcelular, donde el coeficiente de reparto y distribucion es esencial. En
cambio, el transporte paracelular es limitado debido a las uniones estrechas entre las

células epiteliales de la cérnea (48).

Tanto el log P como el log D, segun corresponda, son parametros fisicoquimicos
fundamentales que influyen directamente en la permeabilidad de un IFA. Estos coeficientes
determinan la capacidad del compuesto para atravesar las distintas barreras lipidicas y
acuosas de la cornea, modulando su absorcion a nivel ocular. Un equilibrio adecuado entre
lipofilia e hidrofilia, reflejado en estos valores, es esencial para optimizar el paso del

farmaco (48).

La permeabilidad aparente (Papp) se determina en sistemas in vitro; suele depender de la

concentracion inicial del compartimento donante y el area de exposicion. Refleja la
permeabilidad en condiciones experimentales especificas y es util para predecir la

absorcion en etapas tempranas del desarrollo de farmacos y medicamentos. Por otro lado,
la permeabilidad efectiva (Peff) se mide en condiciones in vivo y tiene en cuenta factores

fisioldégicos, como el flujo sanguineo y las condiciones del entorno biolégico, lo que la
convierte en una estimacion mas precisa de la permeabilidad en situaciones reales. Las

propiedades fisicoquimicas del farmaco, como su lipofilia (log P o log D), tamafio molecular,

polaridad, afectan tanto a la Papp como a la Peff (47).

El pKa del farmaco es otro parametro fisicoquimico que influye significativamente en el
comportamiento de penetracion corneal, que depende de su equilibrio de ionizacién. Las
formas no ionizadas son generalmente mas lipdfilas, lo que les permite atravesar mas
facilmente las membranas lipidicas de la cérnea (49). Las variaciones en el pH van a influir
en la ionizacion de los compuestos tipo electrolitos débiles, como son la mayoria de los
activos administrados por via topica ocular, afectando su capacidad de penetrar las

membranas (50).
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La mayoria de los farmacos oftalmicos tépicos tienen un peso molecular bajo (menos de
500 Da), lo que facilita su paso a través de la cérnea. La penetracion ocular también
aumenta al incrementar la concentracion del farmaco en la solucion oftalmica. Sin
embargo, concentraciones excesivamente altas pueden elevar la osmolaridad, atrayendo

liquido a través de la conjuntiva, diluyendo el farmaco en la pelicula lagrimal (51).

Si se considera al medicamento que va a ser administrado tépicamente por via ocular,
ademas de las propiedades fisicoquimicas mencionadas relacionadas con el farmaco, van
a tener influencia parametros asociados a la formulacién como son el pH, la tonicidad, la
capacidad humectante, la estabilidad y la viscosidad, las cuales juegan un papel importante
en la disponibilidad y penetracion del IFA a través de la cérnea (52). Soluciones oftalmicas
con un pH muy diferente al de la pelicula lagrimal (7.4) puede desencadenar una
produccion excesiva de lagrimas, especialmente si la capacidad reguladora del producto
es superior a la fisiolégica. La capacidad reguladora, determinada por la fuerza del buffer
de la solucién, influye en como el pH del producto se ajusta al del medio fisiolégico. Por
ejemplo, aunque el pH del producto sea tan bajo como 4.5, si su capacidad reguladora es
inferior a la de la pelicula lagrimal, el pH del producto tendera a adaptarse al del medio
lagrimal, minimizando la irritacion. De manera similar, el manejo de la tonicidad es crucial,
ya que las soluciones oftalmicas deben ser isotonicas con el liquido lagrimal para evitar
una produccién excesiva de lagrimas que pueda aumentar la pérdida del farmaco por
dilucion (50).

Se han empleado diversas estrategias para mejorar el tiempo de contacto del IFA con la
cornea con la finalidad de aumentar su penetracion ocular, partiendo desde lo convencional
que es el ligero aumento de la viscosidad de soluciones y suspensiones mediante la
adicion de polimeros hidréfilos, pasando por el empleo de geles y unglientos, hasta el
desarrollo de sistemas de liberacién modificada. Ejemplos de estos ultimos sistemas, que
generalmente son de tipo mucoadhesivo, son los lentes de contacto, insertos hidréfilos y
la incorporacién del farmaco en sistemas tipo reservorio con polimeros o fosfolipidos
(liposomas) (39). Este tipo de estrategias permiten mediante diferentes mecanismos una
permanencia del IFA en la zona y, por consiguiente, una eliminacion mas lenta por el

drenaje lagrimal (51).
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Adicionalmente, en la formulacion de este tipo de medicamentos de administracion por via
ocular, se pueden emplear potenciadores de la permeabilidad como son los tensioactivos,

acidos biliares y agentes quelantes, para mejorar la penetracion corneal (39).

Permeacion de sustancias a través de la cornea

La permeacion de farmacos a través de la cérnea es un proceso crucial para la
administracion ocular de medicamentos. Este proceso esta determinado por varios
factores: el tiempo de contacto del farmaco con la superficie ocular, las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco, entre las que se destaca la capacidad del farmaco para
penetrar las barreras corneales y los factores asociados con el medicamento. La pelicula
lagrimal y las tres capas principales de la cornea, el epitelio, el estroma y el endotelio,
desempefian papeles importantes en este proceso, siendo el epitelio corneal la principal

barrera con mayor resistencia a la difusion (28).

Los farmacos pueden atravesar el epitelio corneal a través de dos vias principales: la via
transcelular y la via paracelular. La via transcelular involucra el paso del farmaco a través
del epitelio, el estroma y el endotelio, que presentan diferentes caracteristicas. El epitelio
y el endotelio son estructuras lipofilicas, permitiendo la permeabilidad para farmacos no
polares y lipofilicos, mientras que el estroma y su estructura hidrofilica, que es crucial para
el paso de moléculas polares de bajo peso molecular. Por otro lado, la via paracelular esta
restringida por las uniones estrechas entre las células epiteliales, limitando la permeacién

de compuestos hidrofilicos grandes (53,54).

Una vez que las moléculas han penetrado en la cérnea, pueden ser permeadas mediante
diferentes mecanismos: difusion pasiva, difusion facilitada y transporte activo (Figura 7).
La difusidon pasiva depende exclusivamente del gradiente de concentracién y las
propiedades fisicoquimicas del farmaco, como ya fue discutido. La difusién facilitada y el
transporte activo, por su parte, requieren la presencia de transportadores especificos en el
epitelio corneal, los cuales permiten el paso de ciertos farmacos a través de mecanismos

mas especializados (28).

El epitelio corneal representa una barrera estatica para las moléculas hidrofilicas de mayor
tamano, mientras que actia como un depdsito temporal para las moléculas lipofilicas mas

pequenas, permitiendo que estas ultimas se difundan de manera mas eficiente, esto debido
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a los estrechos espacios intercelulares del epitelio. La penetracion de farmacos hidrofilicos
es un proceso combinado, que involucra tanto la difusion pasiva como el transporte activo
a través de los transportadores de membrana. Estos transportadores corneales incluyen
aquellos que regulan el paso de aminoacidos, oligopéptidos, neurotransmisores,
nucledsidos y aniones organicos, ademas de transportadores de eflujo que expulsan

compuestos fuera de las células (28).

Figura 7. Mecanismos de permeacion a través del epitelio. Difusion pasiva (A), difusién
facilitada (B) y por transporte activo (C). Transporte de sustancias a través del epitelio:
mecanismos en membranas apical (1 y 2) y basolateral (3 y 4). Fuente: (28).

Aunque el ojo posee una capacidad metabdlica relativamente baja en comparacién con
otros odrganos, esta capacidad cumple un papel fundamental en la inactivacion y
bioactivacion de ciertas moléculas. Las actividades metabdlicas mas notables ocurren en
las estructuras adyacentes a la Uvea, pero la cornea también participa en la actividad
metabdlica de las fases | y I, lo que puede influir en la eficacia de la permeacion de ciertos

farmacos (55).

La permeabilidad de la cornea es generalmente baja, con rangos entre 107-10° cm/s, lo
que contribuye a la baja biodisponibilidad ocular de los farmacos tépicos, tipicamente
inferior al 5%. La lipofilia 6ptima para la permeacion corneal corresponde a valores de LogD
de 2-3. Los compuestos con LogD mayor de 3, tienen menor permeabilidad, porque su
desorcion del epitelio lipofilico al estroma hidrofilico se ralentiza por su alto coeficiente de

reparto lipidos/agua (28).
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La cinética de permeacion corneal hace referencia al proceso a través del cual los
farmacos incluidos en los medicamentos suministrados tépicamente penetran la cornea
para alcanzar la camara anterior del ojo. Para simular este proceso, usualmente se
emplean modelos farmacocinéticos compartimentales, que ilustran cada tejido ocular como
un compartimento distinto, lo que posibilita el analisis de la absorcion y difusion del farmaco
a través de las barreras oculares. Los modelos matematicos que incluyen parametros
como la lipofilicidad, el tamafio molecular y entre otros, proporcionan predicciones mas
precisas sobre la biodisponibilidad de los farmacos, mejorando asi el desarrollo de
formulaciones. En el desarrollo de formulaciones oculares, se tiene en cuenta que sistemas
de administracion basados en nanotecnologia, como micelas, nanoparticulas y liposomas,

ofrecen soluciones prometedoras para mejorar la biodisponibilidad ocular (56).

Ademas de los factores intrinsecos del farmaco, los relacionados con el medicamento y
las caracteristicas estructurales del tejido, la permeacion también se ve influenciada por
factores biolégicos. En adultos, los cambios en la densidad endotelial y los queratocitos
estromales de la cérnea afectan su permeabilidad y la transparencia del tejido es esencial
para permitir el paso de moléculas. Ademas, enfermedades como la queratitis, el ojo seco

o dafios estructurales en la cornea pueden alterar la permeabilidad (57).

Modelos preclinicos para la evaluaciéon de permeacién e
irritacion corneal

Existe una gran variedad de modelos utilizados en la evaluacién de la permeacion corneal,
estos también pueden ser Utiles en la prediccion de la biodisponibilidad de la sustancia en
el humor acuoso, después de la aplicacion topica. Los modelos in vivo se basan en la
administracion de la sustancia en organismos vivos y la posterior evaluacion del humor
acuoso tras la eutanasia del animal. Los modelos in vitro emplean cultivos celulares,
sistemas de membranas sintéticas o estructuras generadas mediante bioimpresion 3D. En
cambio, los modelos ex vivo utilizan tejidos bioldgicos aislados, como cérneas de origen
animal, que conservan la arquitectura permitiendo una evaluacion mas representativa sin
recurrir al uso de animales vivos. La mayoria de estos modelos usan camaras o celdas de

difusion, ya sea en modo vertical u horizontal (31,58).
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Se considera que el uso de cultivos celulares es mas util para la evaluacién de
citotoxicidad, ya que no representan todo el tejido corneal, lo que limita la funcionalidad
como barrera, ademas de requerir mucho tiempo para generar resultados significativos.
Por otro lado, se ha demostrado que los modelos ex vivo son utiles como screening, debido
a que presentan toda la membrana corneal, incluyendo enzimas metabolizadoras de
farmacos y transportadores activos, dando un acercamiento mas preciso de la permeacion
de sustancias a través de la membrana (55). El modelo ex vivo involucra tejidos oculares
aislados de bovinos, cerdos, conejos y pollos; la seleccion depende de los objetivos del
estudio, ya que cada animal presenta diferentes caracteristicas anatdomicas. Estos
modelos implican el uso de ojos enucleados mientras el 6rgano aislado mantenga sus
funciones bioquimicas y fisiolégicas, y en ocasiones se complementan las mediciones

cuantitativas de la permeabilidad de las sustancias con el analisis histologico (31,58).

El primer estudio de permeacioén corneal se llevé a cabo en 1951 por Maurice; en su
investigacion realizé una serie de experimentos en animales aplicando sustancias por via
tépica, intravenosa e intracameral, seguida de una recoleccién de muestras de sangre y
humor acuoso en diferentes momentos y una valoracion ocular durante el experimento,
ademas de la valoracion post mortem de la cornea y el humor acuoso. Después de la
recoleccién del humor acuoso y la cérnea, esta ultima se escindid, se seco, se pesd y se

analizé en la forma habitual (59).

Maurice tuvo varias contribuciones en la época que permitieron dilucidar el metabolismo,
transporte de sustancias y la presién de imbibicidn de la cornea, entre otras tematicas, las
cuales fueron utiles para mejorar el disefio de técnicas in vitro de permeacion por medio
de camaras de perfusién (60—62). La presion de imbibicion es importante para el
mantenimiento del espesor y la hidratacién adecuada de la cérnea, la cual esta mediada
por el metabolismo corneal; un estudio de Maurice permiti6 comprender que la presién de
imbibicion se regulaba por medio de la eliminacién de sustancias mediadas por el
transporte activo ubicado en el endotelio corneal (60). En adiciéon a lo anterior, Maurice
disefo un instrumento simple y econémico para medir el grosor de la cornea, util en el

analisis de investigaciones posteriores (63).

El objetivo principal de la permeacién corneal en un modelo ex vivo es proporcionar un
entorno controlado similar al fisioldgico para estudiar la funcion y la respuesta de los tejidos

o células. Las camaras de perfusion fueron la primera técnica utilizada; estas permiten la
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evaluacién de diversos parametros como la absorcidn de sustancias, actividad metabdlica,
liberacion de moléculas o la respuesta a diferentes estimulos. El principio fisioldgico de las
camaras es mantener una perfusion continua del tejido con un medio liquido que asegura
un suministro adecuado de nutrientes, oxigeno y eliminacion de desechos; estas camaras
estan disefiadas con dos compartimentos separados por una membrana. Las camaras de
perfusidn cumplen ciertas condiciones para garantizar resultados reproducibles, como flujo
constante, temperatura, pH, estabilidad, esterilidad, concentraciones y equilibrio de gases.
El equilibrio de gases se hace por medio de un suministro de CO2y O,, esto con el fin de
mantener una funcién metabdlica mas precisa por mas tiempo. Desde 1959, las primeras
investigaciones en camaras de perfusion buscaban validar esta metodologia, buscando
medios liquidos que demostraran resultados mas reproducibles y que conservaran el tejido
por mas tiempo, ademas de dilucidar la permeabilidad de sustancias y sus rutas de

penetracion (64—66).

Maurice en 1967 también tuvo contribuciones importantes en el uso de la fluoresceina para
estudiar la dindmica del movimiento de los colorantes y su penetracion en diferentes
estructuras oculares, utilizada mas adelante en irritacién corneal para evaluar citotoxicidad
corneal. Maurice menciona que el valor de la permeabilidad del epitelio y endotelio corneal

puede calcularse a partir de la cantidad que entra en la camara anterior (67).

En 1975, el cientifico Franz incursiond con el disefio y uso de celdas de difusién para
estudiar la permeacion de sustancias a través de la piel. Esta técnica se utiliza en la
actualidad para determinar la permeabilidad de farmacos, y el desarrollo de nuevas
formulaciones empleando diferentes membranas (68). De igual forma, Franz establecio las
ventajas del disefio experimental basado en dosis finitas para estandarizar de forma
precisa y facil la cantidad de compuesto aplicado en piel, lo que permite una

reproducibilidad del experimento (69).

El primer uso de las celdas de Franz con tejido ocular fueron estudios de liberacion de
farmacos (70). En 2001 se hicieron los primeros estudios de permeacion corneal utilizando
celdas de Franz modificadas. Estos estudios mostraron resultados prometedores para
determinar la velocidad y la cantidad de sustancia que atraviesa la cornea, y ademas
permitieron la validacion y difusion de la técnica (71,72). En la actualidad existe una robusta
literatura cientifica y amplio uso de estas celdas en permeabilidad corneal en un modelo
ex vivo (53,71,73-97).
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Por otro lado, la prueba de irritacién ocular es un requisito de seguridad para todos los
productos quimicos que puedan estar en contacto con el ojo; estas pruebas se realizan
para determinar si una sustancia puede causar dafo irreversible o irritacion en la cornea 'y
demas estructuras, siendo la cérnea el principal objetivo por su relevancia clinica. La
prueba de irritacion ocular es ampliamente utilizada por la industria, ya que son requeridas
por las agencias regulatorias para la comercializacion de muchas sustancias quimicas;
estas pruebas también son utiles para la formulacién de nuevos productos con un enfoque

mas seguro (98).

El primer método estandarizado por la FDA de irritacién ocular in vivo fue publicado en
1944 por Draize et al (99). La evaluacién de la irritacion ocular empezé con la prueba de
Draize, una prueba in vivo en conejos aprobada por la FDA en 1944, donde se exponia a
un grupo de animales a la sustancia de interés; actualmente esta prueba se sigue utilizando
y es aceptada por organizaciones como la OCDE en su guia 405 (98). Sin embargo, tras
las recomendaciones de distintas organizaciones basadas en la aplicacion de los principios
de reemplazo, refinamiento y reduccion (3R), ademas del interés cientifico para entender
mecanismos moleculares y el dafo a nivel celular, condujeron al desarrollo de
metodologias in vitro y ex vivo para valorar la irritacion ocular, tal es el caso del ensayo de
permeabilidad y opacidad corneal bovina (BCOP por sus siglas en inglés), que ademas
sugiere el analisis histolégico de los tejidos expuestos para determinar con mayor exactitud

el potencial irritante de la sustancia de interés (100-102).

Ademas de las implicaciones éticas, la prueba de Draize presenta problemas de
extrapolacion de datos, reproducibilidad, subjetividad y variabilidad biolégica (98). Por otro
lado, en 1972 Burton presenté un método complementario a la prueba de Draize para
evaluar lairritacion ocular. Este enfoque se basa en la medicion de los cambios en el grosor
corneal de conejos New Zealand White, los cuales son secundarios a la exposicion a una

sustancia irritante (103).

Los modelos in vitro presentan ciertas limitaciones, como la falta de similitud fisiologica, es
decir, la dificultad para imitar la complejidad estructural y funcional del sistema ocular.
Modelos basados en cultivos celulares monoestratificados o en membranas sintéticas no
replican adecuadamente las capas corneales ni su interaccion dinamica con otros tejidos.
Asimismo, la ausencia de interaccién corneal con estructuras adyacentes limita la

evaluacion de respuestas inflamatorias y procesos de cicatrizacion. Ademas, muchos de
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estos modelos enfrentan barreras en cuanto a validacién y aceptacién regulatoria, debido
a la falta de protocolos estandarizados y criterios de validacion rigurosos, como ocurre con
algunos sistemas de bioimpresion 3D o de cultivo celular en matrices artificiales. Ademas,
la mayoria de las pruebas in vitro son una aproximacion a la irritacién aguda, por
consiguiente, no replican las condiciones reales de la exposicion continua a medicamentos

en el tratamiento de enfermedades crénicas (98).

Las primeras pruebas de irritacion ocular in vitro fueron publicadas en 1984 por
Borenfreund et al. Este estudio proporcioné informacién sobre el uso de la citotoxicidad en
diferentes tipos de células en cultivo. Estas pruebas generalmente son para la deteccion y
busqueda de rangos de concentraciones téxicas en condiciones agudas, es decir tras una
unica exposicion; las pruebas de citotoxicidad se presentan en ambientes controlados que
no manejan variables dependientes del animal, lo que conlleva una mayor rentabilidad,
sensibilidad y respuesta a la dosis, ademas de facilidad en la manipulacion, reduccion del

numero de animales y una mayor reproducibilidad (104).

En 1992, paralelamente, se desarrollaron dos métodos ex vivo para evaluar la irritacion
ocular aguda, la prueba de opacidad y permeabilidad de la cérnea bovina (BCOP) y el
ensayo de membrana corioalantoidea de huevo de pollo y ojo bovino (BE-CAM), sin
embargo, solo BCOP fue aceptado como método oficial por la OCDE en 2009
(102,105,106). Desde entonces se han desarrollado y validado otros métodos in vitro como
el método de la membrana corneal humana reconstituida (RhCE) y el método de prueba
ojo de pollo aislado (ICE), entre otros (107,108). Estas pruebas reguladas por la OCDE
utilizan parametros como opacidad corneal, permeabilidad y viabilidad celular, estos
determinan la capacidad de una sustancia para causar irritacién ocular aguda con el fin de
clasificar la sustancia segun los criterios de la SGA de la Organizacién de las Naciones

Unidas.

Adicionalmente, la OCDE resalta la importancia de la evaluacion histoldgica para definir la
seguridad y categorizar el dafo histologico de distintas sustancias quimicas, como criterio
de valoracion adicional de metodologias como BCOP. La evaluacién histoldgica
proporciona informacién detallada sobre los cambios morfoldgicos y estructurales en los
tejidos después de la exposicion a una sustancia. Asi mismo, permite analizar la magnitud
de la respuesta inflamatoria, incluyendo células proinflamatorias, ademas de permitir una

comparacion mas detallada con los grupos control (23). En la actualidad existen varios
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autores que citan el uso de la evaluacién histolégica para refinar técnicas como BCOP y
permeacion corneal en celdas de Franz para mejorar su alcance, aplicacién y previsibilidad

de la seguridad de nuevas sustancias (109—118).

También existen pruebas toxicologicas de screening con fines no reglamentarios, como el
ensayo de irritabilidad en membrana corioalantoidea vascular del embrién de pollo
(CAMVA), la prueba del huevo de gallina (HET o HET-CAM), ensayo de reversibilidad de
la opacidad corneal porcina (Por-CORA) entre otras. Estas tienen criterios de valoracién

sencillos para predecir la irritacion ocular (101,119).

En cuanto a ensayos especificos que evaluen la permeacion corneal de anestésicos
locales, en 1979, Schoen et al. midieron la corriente de cortocircuito (SCC) y la resistencia
de las cérneas para evaluar los efectos terciarios de estos IFAs en el transporte idnico a
través del epitelio corneal. Uno de los desenlaces fueron defectos epiteliales secundarios
a la exposicion de dosis repetidas de lidocaina tetracaina, entre otros (120). Existen pocos
estudios con anestésicos oculares que empleen celdas de Franz. Los articulos publicados
hacen referencia a la velocidad de permeacion corneal a través del tiempo por medio de
camaras de perfusion. En estos se encuentra que los valores de permeabilidad corneal
son similares para las moléculas: clorhidrato de cocaina, clorhidrato de procaina vy
tetracaina, ademas de indicar que un ajuste del pH mejora la permeabilidad transcorneal
(121,122). Después de una revision exhaustiva se encuentra un estudio que utiliza celdas
de Franz para medir la permeacion de la lidocaina; sin embargo, la experimentacion ex

vivo se realiza en piel (123).

En estudios locales se ha evaluado la permeacién en piel de cerdo utilizando celdas de
Franz, mientras que la irritacion se ha valorado mediante analisis histoldgico, cultivos
celulares, y métodos alternativos como HET-CAM y RBC. Sin embargo, estos modelos no
se han aplicado al estudio de anestésicos locales, lo que representa una oportunidad para

ampliar su uso en el ambito oftalmico (124).

Evaluacién de la permeabilidad corneal en un modelo ex
vivo utilizando celdas de Franz

Las celdas de Franz permiten caracterizar la velocidad y el grado de permeacién de un

farmaco aplicado sobre la superficie de una membrana bioldgica, utilizando parametros del
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meétodo que simulan condiciones in vivo (45). Las celdas de Franz son una metodologia
ampliamente utilizada para evaluar la permeacion de farmacos en el desarrollo de nuevas
formulaciones oftalmicas, presentan varias ventajas, como su alta eficiencia, rentabilidad,
consistencia, reproducibilidad y la reduccion en el uso de animales en experimentos. Sin
embargo, también tienen desventajas, ya que no siempre replican todas las condiciones

fisioldgicas reales como el flujo lagrimal o la regeneracién corneal (125).

Los estudios en las celdas de Franz son mediados por la difusién pasiva de un compuesto
disuelto o disperso en un vehiculo en la camara donante, a través de una membrana
biolégica o artificial hacia un fluido en una camara receptora, debidamente termostatado.
Las celdas estan compuestas por un compartimento receptor que tiene dos accesos: una
para la colocacién de la cérnea y otra para el muestreo manual de la solucion receptora.
Las partes de una celda de Franz se observan en la Figura 8. El fluido de la camara
receptora se muestrea periddicamente para evaluar la concentracion o la cantidad de
compuesto (segun se requiera), que penetra el tejido en funcion del tiempo (empleando
para ello una metodologia analitica validada). EI medio receptor no debe interferir en la

cuantificacion o la integridad de la membrana (126).

Compartimento donante

Junta esmerilada
—

plana
Membrana ===p Junta
esmerilada
b Brazo de muestreo esférica
Circulacion l
de agua
climatizada % ©
\ \_//
Compartimento
% g receptor
Chaqu_eta = 4== Barra magnética
termostatizadora \_/
A) B)

Figura 8. Esquema de celda de Franz. A) Celda de Franz utilizada para piel. B) Celda de
Franz empleada para cornea. Fuente: (126).
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Para estudios de permeacion corneal, el medio receptor debe tener caracteristicas
similares al humor acuoso (para compuestos hidréfilos suelen emplearse solucion salina
amortiguada con fosfatos a pH 7,4). Este debe usarse desgasificado y mantenerse en
agitacion, ademas de contar con una solubilidad suficiente del farmaco de interés durante
todo el estudio, lo que garantiza que no se limite la velocidad de difusion del farmaco. El
medio receptor debe garantizar que se mantengan las condiciones sink (se definen mas
adelante) sin afectar las propiedades de la membrana, y el volumen de las alicuotas
muestreadas debe ser adecuado para mantener estas condiciones y evitar una alta dilucion

del compuesto (127).

El proceso de permeacion del compuesto se establece bajo condiciones tales como la
temperatura, la velocidad de agitacion, el tipo y tamafo de agitador, la seleccion del medio,
la duracién del ensayo, la integridad de la membrana y las condiciones sink. Estas
condiciones se mantienen constantes para garantizar la reproducibilidad del ensayo.
Actualmente existen diferentes tipos de celdas. Las mas empleadas a nivel ocular son las
celdas de Franz modificadas tipo vertical (53,71,73-97), con junta esmerilada esférica
(77,79,95), esto debido a que son las ideales para evaluar permeacion en cérnea. La FDA
y la OCDE, proponen un protocolo con el fin de estandarizar el uso de estas celdas. Sin

embargo, estas pautas no son especificas para el uso de tejido corneal (24,127).

Las condiciones sink se refiere a la necesidad de establecer y mantener un gradiente de
concentracién entre los compartimentos donador y receptor durante el proceso de difusion.
Para lograr esto, se requiere que la cantidad del compuesto en estudio que permea en el
fluido receptor no supere el 10% de su limite de solubilidad, pero debe ser lo
suficientemente elevada para ser detectada mediante el método analitico. Por ello, es
fundamental mantener las condiciones sink, ya que, si no existe el gradiente de
concentracion, se afecta negativamente la velocidad de difusion y, por consiguiente, el flujo

a través de la membrana (128).

Los estudios de permeacion de farmacos tienen como principal objetivo obtener
informacion sobre la magnitud del IFA que atraviesa una membrana, ya sea biolégica o
sintética, expresada normalmente como cantidad acumulada por unidad de area (Qn,
ug/cm?). Esta variable permite evaluar el comportamiento del compuesto en funcion del
tiempo, independientemente del volumen del compartimento receptor, y facilita la

comparacion entre distintos ensayos. Dependiendo de los objetivos del estudio, la dosis
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utilizada puede variar. Cuando se evalua la penetracion de un farmaco formulado
(medicamento), se utiliza una dosis finita, simulando las condiciones reales de uso. Por
otro lado, si el propdsito es identificar los parametros fisicoquimicos del IFA, se emplea
una dosis infinita, es decir, una cantidad mayor de farmaco, proxima a su limite de
solubilidad (127).

La cinética de permeacion describe como un farmaco atraviesa una barrera biolégica,
como la cérnea, lo que es fundamental para para comprender su biodisponibilidad ocular.
Esta dinamica de permeacion depende de varios factores, como ya se ha explicado. El
estudio de la cinética de permeacion permite predecir como puede variar la disponibilidad

del farmaco en funcion del tiempo y de las condiciones del entorno (129).

En este contexto, también se han desarrollado modelos avanzados que integran factores
fisioldgicos complejos, como la permeabilidad efectiva y los principios de la ley de Fick.
Estos modelos permiten estimar la velocidad de paso del farmaco segun sus coeficientes
de reparto y difusion, e incluso adaptarse a condiciones no estacionarias, en las que las

concentraciones cambian a lo largo del tiempo y del espacio (129).

Los parametros fisicoquimicos asociados al proceso de permeaciéon, como son la
permeabilidad aparente y el tiempo de latencia, se determinan una vez se ha alcanzado el
estado estacionario. Este estado se caracteriza por un flujo constante y uniforme del paso
del compuesto a través de la membrana una vez transcurrido un tiempo inicial que
corresponde al tiempo de latencia mencionado. Este tiempo depende de factores como la
permeabilidad del tejido y las propiedades fisicoquimicas del compuesto, entre otros. En
este contexto, el transporte del compuesto se rige por la primera ley de difusion de Fick, la
cual establece que el flujo de una sustancia a través de una barrera es directamente
proporcional al gradiente de concentracion y a la constante de difusion, e inversamente

proporcional al espesor de la capa limite alrededor de la membrana (127,130).

Las celdas de Franz son un sistema versatil y reproducible que permite estudiar la difusién
de compuestos en condiciones controladas, facilitando la recoleccion de datos
cuantitativos. Kaluzhny y Klausner (2021) destacan que estos métodos no solo son menos
costosos y mas rapidos que los estudios in vivo, sino que ademas evitan problemas de
extrapolacion derivados de las diferencias anatémicas entre especies, al centrarse en

tejidos aislados directamente representativos del ojo humano (31,101).
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El uso de cérneas porcinas y celdas de Franz también facilita la evaluacion de parametros
experimentales en la permeacién corneal, aportando informacion valiosa sobre Ila
biodisponibilidad de los compuestos probados. Aunque la ausencia de dinamicas
fisiologicas completas, como el lagrimeo y el flujo sanguineo, puede ser una limitacién,
estas metodologias contribuyen al desarrollo de alternativas ex vivo que cumplen con
regulaciones éticas, promoviendo el cumplimiento de los principios éticos de las 3R
(31,101).

Irritacion ocular

Los mecanismos de irritacion e inflamacion son procesos bioquimicos complejos que estan
influenciados por el tipo de agresion sufrida. Sustancias irritantes como el hipoclorito
activan las neuronas sensoriales en los 0jos y las vias respiratorias, provocando dolor e
inflamacién. La superficie ocular, al estar expuesta a particulas, liquidos, aerosoles y
vapores, es susceptible a dafios en ambientes laborales y domésticos. Estos dafios
pueden resultar en sintomas tales como picazén, secrecion, hiperemia, fotofobia, entre
otros (131).

A nivel celular, las toxinas ambientales y otras sustancias pueden inducir dafno oxidativo,
provocar apoptosis en las células corneales y conjuntivales, causar senescencia celular y
alterar la motilidad (131). Los nociceptores, que son terminales nerviosas libres presentes
en diversos tejidos, incluyendo el ojo, transmiten sefales relacionadas con la presién, el
calor y el dolor. Algunos nociceptores responden a estimulos quimicos y la liberacién de
mediadores inflamatorios puede ser desencadenada por una estimulacion eléctrica intensa
de los nervios sensoriales, incluso a distancias de la zona afectada. Esto indica que un
mecanismo neurogénico podria estar relacionado con la citotoxicidad, ya que la rapida
destruccion celular puede liberar sustancias que actian como desencadenantes del dolor

al afectar las terminaciones nerviosas expuestas (132).

El sistema globalmente armonizado (SGA) define la irritacion ocular como la aparicién de
lesiones oculares totalmente reversibles, como consecuencia de la exposicion del ojo a
una sustancia o mezcla. Las lesiones oculares graves se entienden como las lesiones de
los tejidos oculares o la degradacién severa de la visidn, que no son totalmente reversibles,

como consecuencia de la exposicion del ojo a una sustancia. Los criterios de irritantes
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oculares segun la SGA se presentan en la Tabla 1, esta clasificacion se basa en estudios

hechos con animales (133).

Tabla 1. Criterios de irritantes oculares segun la SGA.

Categoria Criterios

Categoria 1 lesiones oculares Una sustancia que produce:
graves/efectos irreversibles en los a) En al menos un animal, efectos
ojos sobre la coérnea, iris o la

conjuntiva que no se espera que
reviertan o0 que no hayan
revertido por completo en un
periodo de observacion normal
de 21 dias; y/o
b) En al menos dos de tres
animales sometidos a ensayo,
una respuesta positiva de:
i) Opacidad de la cornea =
3ylo
ii) Iritis < 1,5
Con datos calculados como la media
de los resultados obtenidos 24,48 y 72
h después de la instilacién de la
sustancia de ensayo.

Sustancias que pueden provocar

irritacion reversible en los ojos.

Categoria 2/2A Sustancias que producen una
respuesta positiva en al menos dos de
tres animales evaluados:

a) Opacidad de la cornea = 1; y/o
b) Irritacion del iris (iritis) = 1; y/o
c) Enrojecimiento de la conjuntiva
= 2;ylo
d) Edema de la conjuntiva
(quemosis) = 2
Con datos calculados como la media
de los resultados obtenidos 24,48 y 72
h después de la instilacién de la
sustancia de ensayo, y una respuesta
totalmente reversible en un periodo de
observacién normal de 21 dias.

Categoria 2B En la categoria 2A un irritante ocular se
considera moderadamente irritante
para los ojos (categoria 2B) cuando los
efectos indicados anteriormente sean
totalmente reversibles en un periodo de
observacion de 7 dias.

Fuente: (133).
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Para determinar la categoria de una sustancia segun el SGA, es fundamental llevar a cabo
una serie de pruebas estandarizadas que evaluan la irritacién ocular. Estas pruebas
permiten obtener datos cuantitativos y cualitativos sobre la naturaleza y severidad de los
efectos inducidos por la sustancia en cuestion. Dado que la irritacidon ocular puede variar
significativamente dependiendo de diversos factores, como la concentracién del agente
irritante y el tiempo de exposicidn, es necesario llevar a cabo multiples ensayos que
abarquen diferentes condiciones de prueba. Esto asegura una evaluacion completa de la

sustancia y su clasificacion adecuada de acuerdo con los criterios del SGA (133).

Las pruebas de toxicidad de nuevos compuestos son esenciales para el proceso de
desarrollo de farmacos y medicamentos, debido a que estas revelan los efectos adversos
o puntos finales especificos, como cancer, cardiotoxicidad, irritacion de piel y ojos, para
determinar la seguridad de los productos antes de ser comercializados. Las pruebas
preclinicas de toxicidad y de permeacion también permiten el calculo de la dosis del nivel
sin efecto adverso observado (NOAEL, por sus siglas en inglés) necesario para iniciar la
evaluacién clinica de los productos en investigacion. La toxicidad de las sustancias se
puede observar por medio de exposiciones accidentales de una sustancia, o por medio de

estudios in vivo o in vitro (44,134).

Las pruebas in vivo que evaluan la toxicidad ocular incluyen examenes oftalmicos con
ayuda de examenes especiales como tomografia Optica de segmento anterior,
electrorretinogramas, oftalmoscopia indirecta, biomicroscopia, angiografia con
fluoresceina, entre otros. La informacion precedente sobre farmacos y los datos previos de
estudios in vivo juegan un papel importante en la evaluacion adecuada de los hallazgos
patolégicos en los examenes de histologia. Teniendo en cuenta que existe una poca
orientacion de la conferencia internacional de armonizacion (ICH) sobre los protocolos de
la toxicidad no clinica preclinica, es por ello por lo que se hace hincapié en que la presente
investigacion puede ser util para la valoracion de la irritacién ocular por medio de la

histologia del tejido, la cual esta respaldada por guias de la OCDE (10,23,135,136).

La prueba de Draize esta orientada a valorar la toxicidad aguda mediante una unica
exposicion, de acuerdo con las guias oficiales. Por otro lado, los estudios in vitro estan
enfocados en la valoracion de efectos agudos. Hasta el momento, no existen estudios in
vitro, respaldados por guias oficiales internacionales, que evaluen los efectos a largo plazo
(134).
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En los estudios de irritacién se utilizan tanto controles negativos como positivos para
evaluar la efectividad del sistema de prueba. El control negativo es una muestra que
incluye todos los componentes del sistema de prueba, pero no se expone a la sustancia
quimica en estudio. Su funcién es identificar posibles interacciones del sistema con el
disolvente o con otros factores (23). Ejemplos comunes de controles negativos son la

solucion de cloruro de sodio al 0,9 % o agua desionizada (23,102).

Por otro lado, el control positivo se trata con una sustancia que provoca una respuesta
conocida y predecible en el sistema, asegurando que el sistema de prueba funcione
correctamente y permita medir la variabilidad en la respuesta (23). Algunos ejemplos de
controles positivos incluyen etanol al 99% o dimetilformamida al 100 % en pruebas como
BCOP y ICE, en donde emplean el uso de evaluacion histopatolégica (23,102); o hidréxido
de sodio (NaOH) en concentraciones que varian de 0,1 M a 2 % (90,111,124,137-142).
En otros métodos, como el de exposicidn corta (STE), se utiliza lauril sulfato de sodio (SLS)
al 0,01% como control positivo (143). Ambos controles son fundamentales para garantizar

la validez y confiabilidad de los resultados en estudios de irritacion ocular.

Las evaluaciones histolégicas son particularmente valiosas para caracterizar sustancias
que no producen cambios medibles en opacidad o permeabilidad, siendo utilizadas en el
screening farmacoldgico de compuestos (140). En estudios como el ensayo BCOP, la
histopatologia ha demostrado ser una herramienta complementaria esencial, permitiendo
observar cambios en el espesor corneal, el grado de dafio y las lesiones, lo que contribuye
a anticipar y clasificar la irritacion ocular. De hecho, la evaluacion histopatologica de
lesiones epiteliales corneales permite explorar el prondstico de lesiones oculares in vivo
(114-116).

Asimismo, investigaciones han destacado la utilidad de la evaluacion histopatolégica para
confirmar la seguridad de formulaciones oftdlmicas y comprender los mecanismos de
accion de compuestos (144). Por ejemplo, se ha demostrado que la mayoria de los
surfactantes inducen la pérdida de capas epiteliales corneales, siendo la histologia crucial
para clasificar correctamente las muestras en funcion del grado, profundidad del dafo,
toxicidad ocular y la reversibilidad, aspectos fundamentales en la discriminacion de

categorias 1y 2 segun el GHS (145).
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Anestésicos topicos

Los anestésicos locales son agentes que bloquean de forma reversible la conduccién
nerviosa; estos se clasifican en aminoésteres y aminoamidas. Los anestésicos locales
tienen efectos antiinflamatorios y antihiperalgésicos. EI mecanismo de accion para
bloquear la transmisién de los impulsos nerviosos es acceder a través de la superficie
citoplasmatica para obstruir los canales de sodio (146). La estructura molecular de todos
los anestésicos locales consta de tres componentes: anillo aromatico lipdéfilo, enlace de
éster o amida intermedio, y una amina terciaria hidrofila; cada componente mencionado
aporta a la actividad de estas moléculas. Por un lado, la potencia de anestesia esta
determinada por el anillo aromatico y sus sustituciones, junto con las atribuidas a la amina
terciaria; el metabolismo y la eliminacion de la molécula dependen del enlace intermedio
que a su vez proporciona la clasificacion en aminoésteres y aminoamidas; esta amina
terciaria es determinante de la duracion de la accion y su toxicidad. Los anestésicos locales
son bases débiles que poseen un valor de pKa variable, y estan ionizados parcialmente a
pH fisiolégico (147).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del clorhidrato de tetracaina, clorhidrato de
proparacaina y clorhidrato de lidocaina.

Propiedad Clorhidrato de Clorhidrato de Clorhidrato de
fisicoquimica tetracaina proparacaina lidocaina
(CAS 136-47-0) (CAS 499-67-2) (CAS 137-58-6)
Solubilidad Solubilidad en agua Temperatura Solubilidad acuosa en
0,555 mg/ml (148) ambiente: medio tampdn a pH 7,4
Unidades: mg/mL >35.2 [ug/mL] (150)
Agua: >50

Dimetilsulféxido: 50
Cloroformo: 30
Etanol: 7

Benceno: < 0.1
Hexano: < 0.1
Acetato de etilo: < 0.1
Eter: < 0.1 (149)

pKa pKa basico 8.5 (151) pKa es 8,96 basico pKa basico 7.95(151)
(148,152—-154)

Peso molecular 264,36 g/mol (150) 294,39 g/mol (150) 234.34 g/mol (150)

Coeficiente de 3.65(155) 2.5 (150) 2.44 (150)

reparto octanol-agua

(LogP)

Coeficiente de 2.73(155) 2.05 (152) 2.26 (152)

distribucion octanol-
~agua (LogD pH 7,4)
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Solubilidad 2.7 (148) -2.3 (148) -2.6 (148)
intrinseca (logS)
Permeabilidad 1.5x1076 (155)

Papp de proparacaina
en presencia  de
timolol: 21.58 + 1.04 x

corneal (cm/s)

10 (156)
pH (soluciéon 4.5-6.0 (45) 3.5-6.0 (45) 5.0-7.0 (45)
oftalmica)
punto de fusién 41-45 °C (148) 182-183.3°C (148) 68.5 °C (148)

La anestesia ocular topica es una técnica rapida y sencilla que proporciona anestesia
superficial sin los efectos adversos que trae la administracion invasiva, como la inyeccién
retrobulbar, la cual tiene el potencial de provocar dafios en el nervio 6ptico e incluso
provocar defectos del campo visual o ceguera (157). Su empleo se limita a casos de baja
complejidad como cirugias de oculoplastica, ya que no proporciona acinesia completa ni

control de la presioén intraocular (P10).
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Figura 9. Estructura quimica del clorhidrato de tetracaina A), clorhidrato de proparacaina
B) y clorhidrato de lidocaina C). Fuente:(150).

Los anestésicos topicos mas usados son colirios oftalmicos de clorhidrato de proparacaina
al 0.5%, clorhidrato de tetracaina al 0.5% o gel de clorhidrato de lidocaina al 3.5%. La
lidocaina se clasifica como una aminoamida; la proparacaina y tetracaina pertenecen al
grupo de los aminoésteres (158,159). Las propiedades fisicoquimicas de estos farmacos

se relacionan en la Tabla 2, y la estructura quimica en la Figura 9.
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La toxicidad de los anestésicos topicos, tanto a nivel local como sistémico, esta relacionada
con la dosis, la clasificacion de la molécula, la farmacocinética y el tiempo de exposicion,
ya sea por contacto directo o accidental. La toxicidad sistémica ha aumentado debido al
uso creciente de anestesia local, con efectos adversos que van desde reacciones alérgicas
menores hasta alteraciones graves en el sistema nervioso central, respiratorio y

cardiovascular, que pueden ser potencialmente mortales (160,161).

El mecanismo de toxicidad de los anestésicos tdpicos sobre la cornea se relaciona con la
inhibicion de la migracion de las células epiteliales, lo que retrasa la reepitelizacion.
También se ha observado que estos anestésicos reducen la frecuencia del parpadeo y la
produccion de lagrimas reflejas, lo que puede desencadenar queratitis punteada superficial
por ojo seco evaporativo. Ademas, los anestésicos pueden causar dafio directo a las
células epiteliales, afectando su motilidad y microvellosidades, lo que interfiere con la
cicatrizacion y disminuye la adherencia de la pelicula lagrimal. Asi mismo, pueden afectar
a los queratocitos del estroma y las células endoteliales, exacerbando la toxicidad a través

del estrés desecante y la disminucién del lagrimeo (162,163).

Otros mecanismos de toxicidad de los anestésicos topicos incluyen la deposicion de
complejos antigeno-anticuerpo en el estroma y el dafio por estrés oxidativo,
particularmente en el uso de anestésicos intracamerales. Incluso en concentraciones
bajas, los anestésicos tépicos pueden estar asociados con efectos tdxicos graves, sin

necesidad de exposiciones prolongadas (162,163).

Estudios previos han descrito los efectos adversos de ciertos farmacos en el ojo. Los
farmacos de mayor relevancia toxicolégica son la cloroquina, esteroides, tamoxifeno,
tacrolimus; estos se describen como precursores de distintas enfermedades como
glaucoma, catarata, toxicidad macular, anomalias de células ganglionares de la retina,
alteracion del nervio 6ptico, entre otras. Entre los compuestos de aplicacion tépica ocular
que mas generan alteraciones corneales, estan anestésicos locales, solucion limpiadora
para lentes de contacto, 5-fluorouracilo, citarabina, amiodarona, toxina botulinica A,

bloqueador H1, benzodiazepina, cloruro de benzalconio, entre otros (10,164).

Desde 1986, se han llevado a cabo investigaciones sobre la toxicidad y permeabilidad de
algunos anestésicos, como el clorhidrato de proparacaina (165). La toxicidad ocular por

anestésicos locales observada en contexto de abuso o uso inadecuado tiene efectos de
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tipo citotoxico y proapoptético en los queratocitos humanos, provocando efectos
irreversibles como opacidades corneales, queratopatia toxica, perforacién corneal,
queratitis punteada superficial, pannus corneal, infiltrados estromales/anulares, edema
corneal, dafo endotelial e inflamacién ocular con posible hipopién, aumento de la presion
intraocular e incluso enucleacion ocular en distintas poblaciones (11-13,17,18,121,166).
Ademas de la toxicidad mediada por las caracteristicas propias de la molécula, se ha
encontrado que los preservantes, como el cloruro de benzalconio, desempefian un papel

aditivo que contribuye a los efectos adversos (163).

En el estudio de Erdem et al., se incluyeron pacientes que habian utilizado solucion
oftalmica de clorhidrato de proparacaina al 0.5% (Alcaine). Un patron comun en los
antecedentes clinicos fue que, con el tiempo, los pacientes aumentaron la frecuencia de
uso del anestésico, pasando de usarlo 4 o 5 veces al dia a aplicarlo cada 10 o 15 minutos.
Todos los pacientes presentaron hiperemia conjuntival y grandes defectos epiteliales
corneales, con un 91.6% de infiltrados estromales, de los cuales el 66.6% tenia opacidad
en forma de anillo (Figura 10). También se observé edema palpebral en algunos casos. El
tiempo promedio de uso fue de 14.8 + 7.78 dias (entre 1 y 30 dias). Ademas, se observd
una asociacion entre el abuso de anestésicos topicos y trastornos psiquiatricos, siendo

necesario tratamiento psiquiatrico en el 50% de los pacientes (167).

Figura 10. Hallazgos clinicos comunes por el uso de anestésicos topicos. A) y C) queratitis
estromal en forma de semianillo. B) opacidad central difusa, D) defecto epitelial central
Fuente:(167).
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Varios estudios compararon los anestésicos tépicos, concluyendo que el clorhidrato de
proparacaina al 0,4% presenta una mayor toxicidad corneal (168-170). En un estudio
incubaron queratocitos humanos cultivados con proparacaina y encontraron una
disminucion en la integridad celular con respecto a otros anestésicos tépicos (171). Por
otro lado, se ha comprobado que la lidocaina presenta una menor toxicidad a diferencia
de otros anestésicos topicos; un estudio de un modelo ex vivo de globo ocular completo

reporta menos lesiones corneales en el grupo expuesto a lidocaina (172).

Considerando que la proparacaina puede presentar una toxicidad corneal mayor que la de
otros anestésicos y que sus posibles efectos adversos pueden llegar a ser de tipo
sistémico, se encuentra relevante su evaluacién en este estudio tanto para valorar su

permeacioén corneal e identificar su posible potencial irritante a través de histologia.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Equipos y reactivos

Los equipos empleados fueron: un espectrofotometro UV 1800 Shimadzu® (Kyoto, Japdn),
ultrasonido Cole-Parmer® modelo 8891 (E.U.), balanza analitica sensibilidad de 0,0001 g
marca Ohaus® serie Pioneer (E.U.), bafio termostatado Lauda® (E.U.), plancha de
agitacién multipunto IKA® modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania), celdas de Franz tipo
vertical con junta esmerilada esférica marca PermeGear® (E.U.), micropipetas (10-100 pL
y 100 1000 pL) marca Select BioProducts® (E.U.), termdmetro Total-Range Traceable
4015CC (E.U.), microscopio optico CX31 Olympus® (Tokio, Japdn), microscopio optico
BX50 Olympus® (Tokio, Japon).

Los reactivos y producto oftalmico utilizados: clorhidrato de proparacaina grado del reactivo
99.1% (Tokio, Lote: YPAXN), solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS) pH 7.4 marca
Microgen (Colombia, Lote: 0459-24), etanol 99.5%, marca ITW Reagents (PanReac
AppliChem), (E.U. lote: 0001030968), Alcaine® 0.5% (5 mg/mL de clorhidrato de

proparacaina), solucion oftalmica estéril, Laboratorios Alcon (E.U., Lote: 12C91).

2.1.2 Material biolégico

Para las pruebas de permeacion e irritacion se utilizaron cérneas porcinas por sus
caracteristicas anatomicas y estructurales similares a las cérneas humanas
(53,84,93,173,174). Por otro lado, el uso de corneas de cerdo en métodos ex vivo son
modelos que permiten superar las limitaciones asociadas a las pruebas in vivo, como el
alto costo, la variabilidad bioldgica entre animales y las restricciones éticas cada vez mas

estrictas (31).

Las muestras, recolectadas en el Frigorifico Guadalupe (EFEGE), procedian de animales
de la raza PIC®337 destinados a consumo humano, cuya edad promedio estaba entre los
6 y 8 meses y peso aproximado de 90 kg; se utilizé tejido sin ningun proceso o tratamiento,

es decir tejido integro.
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2.1.3 Consideraciones éticas

En Colombia la resolucion 8430 de 1993 es la norma marco referencia para la investigacion
en salud, ademas de detallar los aspectos concernientes con la ética y las condiciones
minimas para el desarrollo de las investigaciones en salud (175). Por otro lado, la ley 84
de 1989 establece los parametros para la investigacion con animales (176). En este orden
de ideas, el manejo de tejido bioldgico se realizé bajo las normas cientificas, técnicas y
administrativas, ya mencionadas. En cuanto al origen del tejido ex vivo, este se obtuvo de
animales sacrificados humanitariamente con fines comerciales; para ello se considerd que

este lugar estuviera aprobado y regulado por la autoridad sanitaria competente.

El procedimiento de sacrificio de cerdos en EFEGE comienza con la induccion eléctrica,
que provoca aturdimiento y pérdida temporal de conciencia, reduciendo el dolor y el estrés
para facilitar las labores propias del faenamiento, procedimiento que cumple con

normativas de bienestar animal.

El uso de corneas de cerdo ex vivo en celdas de Franz es un enfoque mas ético y eficiente,
acoplado a los principios de las 3R, promoviendo métodos alternativos, reduciendo el uso
y sufrimiento animal (8). Las pruebas reportadas en este estudio fueron aprobadas por el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia y fue
avalado mediante el Acta N° 03 de 2024.

2.2 Métodos

Este estudio es de tipo experimental, de intervencion no aleatorizada y enfoque
cuantitativo. En este apartado se describen los procedimientos utilizados para los ensayos
de permeacién e irritacién corneal. Por otro lado, la validacién parcial de la metodologia
analitica empleada para la cuantificacion del clorhidrato de proparacaina se presenta en el

Anexo A.

El esquema metodoldgico resume las etapas clave del estudio, que incluyen la obtencion
y preparaciéon de corneas porcinas, los ensayos de permeacién en celdas de Franz, y el
analisis de irritacion corneal mediante estudios histoldgicos, la validacién parcial del

método analitico (Figura 11).
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Figura 11. Esquema metodoldgico.

2.2.1 Recoleccién y transporte del globo ocular

La recoleccion y transporte del globo ocular hasta el laboratorio se llevé a cabo en las dos
horas posteriores a la muerte del animal (53,82,173). Se tuvo acceso a los cerdos entre 15
y 30 minutos después de su sacrificio, y el proceso de recoleccién de las muestras tomé
aproximadamente 30 minutos. Posteriormente, los globos oculares fueron transportadas
durante una hora en solucién de PBS a una temperatura de 4°C. En total, el proceso
completo de recoleccion y transporte tomé dos horas, asegurando la preservacion de la

integridad del tejido sin tratamientos adicionales (78,177—181).

El control riguroso de las condiciones de transporte y manipulacion corneal es fundamental,
ya que el desbridamiento epitelial mecanico puede incrementar significativamente la
permeacioén de diversas moléculas (182,183). La integridad de la membrana se evalué en
dos momentos: primero en el frigorifico, tras la extraccion, y posteriormente en el

laboratorio, antes del montaje del ensayo. Este analisis se realiz6 macroscépicamente
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mediante lupa e iluminacién, complementado con la experiencia profesional en optometria,

lo que permitié una evaluacion objetiva de su estructura.

Durante la inspeccién en el frigorifico, se descartaron los ojos con camara anterior
colapsada, dafo epitelial generalizado, como el desprendimiento completo del epitelio o
signos de queratopatia en banda tras su pérdida, ya que estas alteraciones indicaban un
compromiso severo de la cornea, haciéndolas inviables para los ensayos. Tras el
transporte al laboratorio, se llevdé a cabo una segunda inspeccion macroscopica para
excluir cérneas con queratitis u otras alteraciones no detectadas en la evaluacion inicial.
También se descartaron muestras con pérdida epitelial periférica o ulceras de menor

tamano posiblemente asociadas al transporte de los animales o al método de sacrificio.

En todos los casos, se evaluo la transparencia y la uniformidad estructural de las corneas
para determinar su idoneidad en el estudio. La evaluacién macroscopica y los estudios de
integridad confirmaron que las corneas utilizadas estaban en condiciones 6ptimas para el
analisis de permeacion. Los hallazgos histolégicos respaldan el uso de PBS como medio
de transporte y un tiempo experimental de 4 horas, al demostrar que la integridad corneal
se mantiene sin alteraciones significativas hasta por seis horas de exposicién en celdas de

Franz.

Diseccion del globo ocular

La diseccion del globo ocular se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Boice (184), con
algunas modificaciones, la cual se ilustra en la Figura 12. Los globos oculares fueron
sumergidos en una solucién de PBS, y posteriormente se llevé a cabo la diseccion del
tejido extraorbitario. Se retiraron los musculos extraoculares y la conjuntiva, dejando
unicamente la cérnea, esclera y el nervio 6ptico. Para ello, se utilizé un bisturi quirdrgico
en condiciones estériles. A continuacion, cada ojo se coloco sobre toallas Wypall saturada
con PBS y, con un bisturi estéril, se realizd una incisidon continua para separar el nervio
optico. Se retir6 el humor vitreo, luego se realizaron varios cortes en la esclera, asegurando
conservar aproximadamente 4 mm de tejido circundante alrededor de la cornea. El
cristalino y el iris fueron cuidadosamente extraidos desde su base mediante el uso de
pinzas de diseccidn, exponiendo progresivamente la malla trabecular, también se retir6 la

coroides. Al finalizar el procedimiento, se conservé Unicamente la estructura integrada por
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la cérnea y la esclerética. Finalmente, los ojos fueron conservados en PBS fresco a 4 °C

hasta reunir la cantidad requerida para la experimentacion.

Figura 12. Proceso de diseccién del globo ocular. Se utilizé un ojo con mas de 24 horas
post mortem unicamente con fines ilustrativos. (A) Globo ocular recién extraido, sumergido
en solucién de PBS. (B) Ojo completo con estructuras extraorbitarias (musculos y
conjuntiva). (C) Eliminacion de los musculos extraoculares y la conjuntiva, exponiendo la
esclera, cérnea y nervio optico. (D) Seccién posterior del ojo tras la separacion del nervio
6ptico. (E) Retiro del humor vitreo mediante incision en la esclera. (F) Extraccion cuidadosa
del cristalino e iris con pinzas de diseccion. (G) Vista de la cérnea con 4 mm de esclera
circundante. (H) Preparacion final compuesta por cornea y esclera, conservada en PBS a
4 °C hasta su uso experimental. Fuente: autor.

2.2.3 Condiciones que afectan la permeabilidad corneal en un

modelo ex vivo utilizando celdas de Franz

Velocidad de agitacion y tipo de agitador

La velocidad de agitacion se establecié considerando la revision de la literatura y las
condiciones fisiolégicas para garantizar una mezcla homogénea sin afectar la integridad
de la membrana corneal. Se utilizé una plancha de agitacion multipunto (IKA® modelo RO
10 PS1), asegurando que la velocidad fuera suficiente para mantener una adecuada
distribucion del medio en el compartimento receptor sin generar turbulencias que pudieran

alterar la permeacion.

Temperatura
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Para establecer la temperatura éptima, se ajusté el bafo termostatado comenzando en
32°C y aumentando gradualmente +1°C hasta alcanzar la temperatura deseada en la
cérnea montada en la celda de Franz segun el procedimiento que se describe mas

adelante (seccion 2.2.4).

Una vez determinada la temperatura ideal en el bano termostatado, se realizé6 un nuevo
montaje y se procedié a medir la temperatura de la cérnea y los demas componentes,
incluyendo la cérnea, los medios receptor y donante utilizando un termémetro Total-Range
Traceable 4015CC, con una precision de £1°C. Las mediciones se tomaron en distintos
intervalos de tiempo (0,125; 0,25; 0,375; 0,5; 0,625; 0,75; 0,875; 1;1,5; 2; 3; 4, 5y 6 h). Se
registré el tiempo necesario para que la membrana corneal alcanzara y estabilizara una
temperatura de 37°C. El ensayo se realiz6 por triplicado, utilizando agua destilada como

medio en los compartimentos receptor y donante (185).

Frecuencia de muestreo, volumen de recoleccion, seleccion del medio de
difusion y duracion del experimento

La frecuencia de muestreo, el volumen de recoleccion, la seleccion del medio de difusién
y la duracion del experimento se determinaron con base en la revision de la literatura y los
protocolos establecidos por PermeGear. No obstante, para garantizar reproducibilidad y
precision, se estandarizaron tanto las canulas como las jeringas utilizadas en la extraccion
de muestras, asegurando un muestreo uniforme y minimizando posibles alteraciones en el

proceso de permeacion (126).

Integridad corneal

La integridad corneal se evalud a través de analisis histologico fijando las corneas en
formalina tamponada al 10%, procesandolas por medio de técnicas de rutina y empleando
tincion de H&E. Bajo diferentes condiciones experimentales se determiné el efecto del PBS
y la duracién del ensayo en la integridad del tejido. Se analizaron cérneas recolectadas
una hora después del sacrificio del animal sin exponerlas a PBS, cérneas transportadas
hasta el laboratorio en PBS a 4°C (2 horas de tiempo post mortem) y corneas montadas e
incubadas en las celdas de Franz bajo las condiciones definidas para el ensayo durante 2,
4 y 6 horas. Este procedimiento permitié evaluar la influencia del medio, el tiempo

transcurrido desde la muerte del animal hasta iniciar el ensayo y el tiempo de
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experimentacion en la integridad del tejido, asegurando que las condiciones seleccionadas

no afectaran su integridad.

Solubilidad del clorhidrato de proparacaina

Debido a la amplia variabilidad en los valores de solubilidad de la proparacaina reportados
en la literatura, donde se observa una clara influencia del pH (149), se consider6
imprescindible realizar una prueba confirmatoria para verificar la solubilidad del clorhidrato
de proparacaina en PBS. Para ello, se incorporaron iterativamente alicuotas de
aproximadamente 10 mg de clorhidrato de proparacaina en 1 mL de PBS fresco a
temperatura ambiente (20°C £ 0.5, pH 7,4), la cual fue medida con un termémetro Total-
Range Traceable 4015CC, manteniendo agitacion continua hasta la observacién de sélido

en exceso sin disolver.

En un estudio se reporta que la proparacaina y sus impurezas se mantuvieron estables en
solucion a temperatura ambiente durante ocho horas, sin la aparicion de productos de
degradacioén y con una variabilidad menor al 5 % en las areas de los picos cromatograficos
(186). En ese orden de ideas, la solucién se dejo en agitacion durante el tiempo necesario
para asegurar la saturacién, considerando las condiciones de tiempo mencionadas para

asegurar la estabilidad del IFA.

Posteriormente, se tomd6 1 mL del sobrenadante y se realizaron diluciones sucesivas para
su cuantificacion. Inicialmente, se tomé una alicuota de 0.1 mL y se diluyé en 10 mL de
PBS. Luego, se tomd 0.05 mL de esta solucién y se diluyé en 2 mL de PBS. Finalmente,
se tom6 0.5 mL de esta ultima dilucion y se mezclé con 1 mL de PBS. La absorbancia de
la solucion final se midi6 mediante un espectrofotometro UV-Vis (UV 1800 Shimadzu®,
Kyoto, Japon). Finalmente, se utilizé la curva de calibracion para interpolar la concentracion
de clorhidrato de proparacaina en la solucién original y determinar su solubilidad (Anexo
A) (112,187).

Condiciones sink

Inicialmente, para el calculo de las concentraciones a utilizar, se tomé como referencia el
dato de solubilidad en agua reportado en la literatura, el cual es >50 mg/mL segun Whigan
(149). Con base en esta informacién, se estimé preliminarmente que las condiciones sink

se cumplirian si la concentracién en el compartimento receptor se mantenia por debajo del
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10% de la solubilidad del farmaco (112,128,187). Posteriormente, con el resultado de la
solubilidad del clorhidrato de proparacaina, determinada bajo las condiciones
anteriormente especificadas, se calcularon las concentraciones definitivas a emplear en el

estudio, que garantizaran las condiciones de no saturabilidad del medio (condiciones sink).
2.2.4 Evaluacion de la permeacion del clorhidrato de proparacaina

Configuracion del montaje y evaluacion del ensayo de permeacién corneal
en un modelo ex vivo utilizando celdas de Franz

Para el montaje del ensayo de permeacion corneal, se siguio la metodologia establecida
por PermeGear y la Farmacopea de los Estados Unidos (USP). Se utilizaron celdas de
Franz tipo vertical con junta esmerilada esférica marca PermeGear®, con un area de
difusién de 0.64 cm? y un volumen de 5 mL en el compartimento receptor. La eleccion de
celdas con junta esférica se realizé debido a la anatomia y la forma concava de la cornea,
lo que permitié un mejor ajuste y contacto homogéneo entre el tejido y el medio de difusién,
evitando posibles fugas o areas de distribucion irregular del farmaco. Se prepararon y
limpiaron los equipos, incluyendo barras de agitacion, compartimento donante y jeringas

de muestreo, enjuagandolos con etanol y agua desionizada (45,126).

El sistema de difusion estuvo compuesto por una placa de agitacion magnética, una base
de soporte para las celdas y un sistema de circulacién de agua conectado a un termostato
para el control de temperatura (Figura 13). La regulacion térmica se realizé mediante un
bano termostatado, el cual tenia una bomba sumergida que impulsaba el agua a las celdas,
a la temperatura definida, a través de mangueras. Para garantizar un flujo eficiente y
uniforme, el agua ingresaba por el brazo inferior de la chaqueta térmica y salia por el
superior, permitiendo una distribucion homogénea del calor. Antes de iniciar el ensayo, se
eliminaron posibles burbujas de aire en la chaqueta térmica y en el compartimento
receptor, mediante inclinacién del sistema o succién con una canula, asegurando asi la

estabilidad térmica y la correcta difusién del farmaco (126).

Las celdas fueron aseguradas en una plancha de agitacion multipunto para garantizar
estabilidad durante el ensayo. Las barras de agitacion magnética se colocaron en el
compartimento receptor. Se fijé la velocidad de agitacién a la velocidad definida en los
ensayos previos. Se monitore6 la temperatura de las celdas hasta que el sistema alcanzara

la temperatura deseada, utilizando un termémetro Total-Range Traceable 4015CC. La
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colocacion de la cérnea se realizd en el compartimento donante con el epitelio orientado
hacia dicho compartimento. Es crucial que la membrana cubra completamente el orificio y
se disponga de manera que minimice la formacion de pliegues, ya que una colocacién

incorrecta podria resultar en la fuga del activo (25).

Para minimizar la evaporaciéon o posibles fugas, se recubrié el extremo del brazo de
muestreo, la parte superior del compartimento donante y la junta de la jeringa con la canula
utilizando tres capas de Parafim®. Se adicioné el PBS, desgasificado (durante 5 min). Se
ajusté el compartimento donante con la cornea, evitando la formacién de burbujas y
garantizando un sellado adecuado con una abrazadera o pinza. Se afiadié 500 uL de PBS
al compartimento donante para equilibrar las corneas durante 15 minutos. Tras el equilibrio,
se retiré el medio de la camara donante, eliminando cualquier residuo antes de agregar la

dosis especifica de la sustancia de interés (77,79).

El muestreo se realizé en distintos intervalos de tiempo, asegurando la reposicion con
medio fresco. La cuantificacion del clorhidrato de proparacaina se realiz6 mediante una
metodologia espectrofotométrica UV-Vis, tras la dilucion adecuada del volumen
muestreado cuando fue necesario, a una longitud de onda de 231 nm (Anexo A). En dicho
anexo, se presentan los parametros validados para esta metodologia, incluyendo la
evaluacién espectrofotométrica, el control de interferencias, la determinacién de la longitud
de onda maxima, la selectividad, la curva de calibracion, los limites de deteccién y
cuantificacion, asi como la linealidad del método. Para eliminar las interferencias
provenientes de la membrana, se usé como blanco el PBS que habia permeado en las
mismas condiciones del ensayo. Este procedimiento consisti6 en colocar PBS en el
compartimento donante, realizar los muestreos periodicos, y las demas condiciones
establecidas, al final, recolectar el PBS permeado del compartimento receptor. Asi, este
se utilizd para establecer la linea base y el auto cero en el espectrofotometro. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
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Figura 13. Imagenes fotograficas del montaje con el sistema de difusion y las celdas de
Franz de articulacion esférica utilizadas para los estudios de permeacion corneal. Fuente:
autor.

Condiciones de permeacién: dosis finita, infinita y de abuso

En los estudios de permeacién, la eleccion entre dosis finita e infinita depende del objetivo
del analisis. La dosis finita se emplea cuando se busca simular el uso clinico del farmaco,
proporcionando datos representativos de su administracion real. En contraste, la dosis
infinita se utiliza para estudiar las propiedades fisicoquimicas del compuesto, asegurando
una concentracion constante en el compartimento donante al mantener el farmaco cercano
a su limite de solubilidad (127).

En este estudio, se emplearon distintas concentraciones y volumenes en el compartimento
donante, garantizando en todos los casos el cumplimiento de las condiciones sink. La
solucién oftalmica de proparacaina al 0.5% (producto comercial), contiene (considerando
lo que compone la mayoria de las soluciones oftalmicas): cloruro de benzalconio (CB) al
0.01% como conservante, acido clorhidrico y/o hidroxido de sodio (NaOH), un sistema
buffer para el control del pH, un viscosante y un isotonizante, en una base de agua
purificada y estéril (188).
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Para la solucién oftalmica Alcaine® (0.5% de clorhidrato de proparacaina), se realizaron
estudios preliminares para definir la dosis finita (2.25 mg/mL), en los cuales se verificd que
una concentracién de proparacaina generara una sefal cuantificable en el
espectrofotdmetro desde los primeros 30 minutos de ensayo. Se evaluaron también otras
concentraciones acordes a la posologia (189), pero la seleccionada fue la que ofrecié

mejores condiciones de deteccion.

Dado que en los estudios clinicos y reportes de casos revisados no se ha establecido una
dosis estandar de abuso para la proparacaina, se optd por utilizar el doble de la
concentracién habitual del producto comercial (4.5 mg/mL) como dosis representativa en
condiciones de abuso. Esta decisién se fundamenté en literatura donde se describen los
efectos citotdxicos y proapoptéticos del uso repetido e indiscriminado de anestésicos
tépicos como la proparacaina, incluyendo daio irreversible a los queratocitos y opacidades
corneales persistentes (11-13,17,18,121,166).

Adicionalmente, se empled clorhidrato de proparacaina como reactivo analitico a una
concentracién de 4.5 mg/mL, asi como una dosis infinita de 53.152 mg/mL correspondiente

a la concentracion de la solucion saturada del farmaco.

2.2.5 Ensayo del potencial de irritaciéon ocular

La irritacion ocular se evalué mediante el analisis de las lesiones histolégicas observadas
en las cérneas expuestas utilizando el mismo modelo del bioensayo de permeacién. Para
ello, se compararon las alteraciones presentes en las cérneas tratadas con PBS (control
negativo) frente a aquellas expuestas a clorhidrato de proparacaina en dosis infinita
(53.152 mg/mL, activo), finita (2.25 mg/mL, producto), de abuso (4.5 mg/mL, producto), 4.5
mg/mL (Activo) y etanol al 99,5% (control positivo), realizando todos los ensayos por

triplicado.

La eleccion del etanol como control positivo se fundamenté en su capacidad para inducir
dafio ocular reproducible sin generar necrosis total del tejido, lo que lo hace adecuado para
ensayos histolégicos ex vivo. Esta decision se alinea con metodologias oficiales como el
BCOP, en donde también se utiliza etanol como agente irritante estandar (102). En

contraste, métodos como el HET-CAM emplean hidroxido de sodio (NaOH), cuya



47

agresividad extrema puede provocar lesiones irreversibles, siendo por tanto inadecuado

para estudios comparativos en tejidos completos (119).

Una vez terminada la exposicién en las celdas de Franz, las cérneas se fijaron en formalina
neutra tamponada al 10 % (NBF, sigla en inglés) a temperatura ambiente durante un
minimo de 24 horas. La fijacion endurece el tejido, lo que permite cortar secciones finas

sin inducir artefactos mecanicos (23).

Teniendo en cuenta que los tejidos oculares tienen un 75% de agua, estos deben
deshidratarse, esto se realizara con etanol 60-70% durante una hora, seguida de una
limpieza con xileno debido a que los alcoholes no se mezclan con la cera de parafina.
Después de la limpieza, el tejido debe ser incrustado en cera de parafina (mezcla
policristalina de hidrocarburos sélidos), y con un microtomo se divide en dos mitades para
obtener secciones histologicas simétricas de la cérnea. Para garantizar que las secciones
de los tejidos se adhieran a los portaobjetos, el vidrio debe estar cubierto por poli-L-lisina,
seguida de una tincion con hematoxilina - eosina. La evaluacién histolégica se llevé a cabo
utilizando un microscopio éptico CX31 Olympus® (Tokio, Japdn), mientras que la captura

de imagenes se realizé con un microscopio optico BX50 Olympus® (Tokio, Japdn) (23).

Las lesiones histoldgicas que se visualizaron fueron descritas para el epitelio, el estroma'y
el endotelio corneal y adicionalmente, fueron graduadas de acuerdo con su severidad y
extensién (Tabla 3). Las lesiones fueron visualizadas en cuatro campos con una

magnificacion de 20X.

Tabla 3. Lesiones histologicas y su gradacion numérica.

Lesion Severidad (conteo Gradacioén
celular) numeérica
1.Epitelio
Edema intraepitelial 1-5 células/campo 0
(Ep Ed)

6-10 células/campo

11-15 células/campo
16-20 células/campo

>20 células/campo
Espongiosis (Ep Es) 1-5 células/campo

O~ WIN| ~

—

6-10 células/campo
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11-15 células/campo
16-20 células/campo

>20 células/campo
Descamacioén (Ep Ds) Peérdidade1a5
células/campo
Pérdida de 6 a 10
células/campo
Pérdida de 11 a 15 2
células/campo
Pérdida de 16 a 20 3
células/campo
Pérdida de mas de 20 4
células/campo
Condensacion de 1-5 células/campo 0
cromatina (Ep Cn)

Ol WODN

—

6-10 células/campo

11-15 células/campo

16-20 células/campo

A W N -

>20 células/campo

2. Estroma

Edema (Es Ed) Normal. Presencia de 0
hasta 9 espacios
interlamelares
(EIL)/campo
Leve focal Entre 9y 1
20 EIL/campo
Moderado focal. 2
Entre 20 y 30
ElL/campo
Severo focal. Entre 3
30y 40 EIL/campo
Generalizado > 40 4
ElL/campo

3. Endotelio Edema (En Ps)

Presente
Ausente 1
Los hallazgos histolégicos se observan en aumento de 20X.

Fuente: Leguizamén y Lozano en proceso de publicacion.

Dado el nivel de detalle requerido para interpretar adecuadamente estas alteraciones,
distintos autores han propuesto protocolos que orientan la manera de clasificarlas en el
ensayo BCOP (102,106,115,116). Todos ellos presentan resultados cualitativos en los que

reportan alteraciones ausentes (grado 0), leves (grado 1), moderadas (grado 2) o severas
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(grado 3) en diferentes porciones corneales. Estudios previos no publicados desarrollados
en el Departamento de Farmacia han demostrado la posibilidad de cuantificar estas
lesiones en corneas empleadas en BCOP de acuerdo con el numero de células (o capas)
afectadas en cada campo microscoépico, como se describe en la Tabla 3. Esta forma de
expresar los resultados permite obtener datos cuantitativos, y no solo cualitativos,
susceptibles de analisis estadistico que podrian contribuir a diferenciar irritantes leves,
moderados o severos. En esta investigacion se aplicod dicha clasificacion a las corneas
porcinas empleadas, considerando que las estructuras tisulares se conservan entre

especies (31).

Para garantizar una adecuada interpretacién de los hallazgos histolégicos, especialmente
en lo referente al edema estromal caracterizado morfolégicamente por la aclaracion del
tejido, separacion de la matriz extracelular y leve tumefaccion celular (190), se definieron
criterios especificos que permitieran diferenciar esta lesion de los espacios interlamelares

fisioldgicos y de artefactos histolégicos.

El estroma corneal normal estd conformado por lamelas de colageno organizadas y
separadas por una matriz rica en proteoglicanos, lo que mantiene la transparencia corneal
y permite la difusion de nutrientes, sin que ello implique la presencia de edema. Sin
embargo, durante el procesamiento histolégico pueden generarse artefactos como

retraccion del tejido y espacios artificiales debido a la fijacion, inclusion o corte.

A diferencia de estos cambios artificiales, el edema estromal implica una acumulacién
anormal de liquido, que se manifiesta como un incremento marcado de los espacios
interlamelares, desorganizacién de las fibras de colageno y pérdida de transparencia (191).
Ademas, al interpretar los resultados debe considerarse la variabilidad histolégica entre
especies; por ejemplo, la coérnea porcina presenta menor cantidad de espacios

interlamelares que la humana.

La principal estrategia para diferenciar la separacion de las lamelas ocurrida por artefactos
y el verdadero edema estromal, radicé en la homogeneidad y alineacién de las fibras de
colageno, ya que el edema altera su disposicion de manera irregular y extensa, mientras
que los espacios fisioldgicos son parte de la estructura normal del tejido. En la Figura 14
se comparan imagenes de coérneas con edema estromal y artefactos histoldgicos,

permitiendo evidenciar sus diferencias morfolégicas. Teniendo en cuenta estas
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consideraciones se contempldé como normal la presencia de hasta 9 espacios
interlamelares por campo, que corresponderia a la gradacion 0, tal como se aprecia en la
Tabla 3.

Epitelio

Estroma

e Membrana de

— Descemet
* Endotelio

Figura 14. (A, B) Cérnea humana con edema estromal (*) y edema intraepitelial (triangulo
verde) debido a queratopatia retardada por gas mostaza (x400). (C) Cérnea humana con
tincion PAS (x400). (D) Analisis histologico de cérnea porcina. Se observan artefactos en
el estroma, presentes en C y D. Fuente: (192-194).

2.2.6 Analisis estadistico

A partir de los resultados de los ensayos de permeacion, el andlisis de los datos implico
graficar la cantidad acumulada de farmaco permeado en funcion del tiempo. Para calcular
la cantidad acumulada (Qn, ug/cm?) se considera la cantidad de farmaco que ha permeado
a través del tejido en funcion de la superficie expuesta, en este caso del clorhidrato de
proparacaina en distintos intervalos de tiempo. Para ello, se empleé la Ecuacién 1, donde
Vo es el volumen del compartimento receptor, A es el area de difusion (0.64 cm?), V es el
volumen de muestreo, C, es la concentracion de clorhidrato de proparacaina en la camara
receptora en diferentes intervalos de tiempo, y C; es la concentracién de clorhidrato de

proparacaina en la camara receptora antes de la determinacion (78).

Ecuacioén 1. Cantidad acumulada permeada.
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La velocidad de permeacion del clorhidrato de proparacaina en condiciones infinitas se

determind mediante el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp, cm/s) y el flujo en

estado estacionario (Jss, ug/h/cm?) usando las Ecuaciones 2 y 3.

En las Ecuaciones 2 y 3, AQ/At (ug/min) representa la pendiente la zona lineal
correspondiente al estado estacionario de la grafica de la cantidad acumulada de
clorhidrato de proparacaina en funcion del tiempo. El valor de Cy es la concentracion inicial
de clorhidrato de proparacaina en la cdmara donadora, A es el area de difusion (0.64 cm?),
y el factor 60 se utiliza para convertir el tiempo de minutos a segundos
(75,78,79,81,86,95,195,196). El tiempo de latencia (T., h) se calculé como el intercepto en

el eje x de la funcién lineal (112,187).

Ecuacion 2. Coeficiente de permeabilidad aparente.

4Q
At x Cox Ax 60

Papp =
Ecuacioén 3. El flujo en estado estacionario.
Jss = Pyppx Cy

Por otro lado, el flujo (J) del clorhidrato de proparacaina bajo condiciones de dosis finita se
calculd a partir de la cantidad acumulada del compuesto que atravesé la membrana en un
intervalo de tiempo determinado, en relacion con el area de difusién (Ecuacion 4). Este
método permite determinar el flujo en términos de masa permeada por unidad de area y

tiempo (ug/cm?/min) (126).

Ecuacioén 4. Flujo.

]_Q

o tx A

Mientras que el flujo puede calcularse en cualquier momento, incluyendo la fase de
induccion, el flujo en estado estacionario se mide exclusivamente una vez alcanzado este
estado (126). En términos de uso, J se emplea para una evaluacién general de la

permeacion en cualquier punto del experimento, mientras que Jss es mas util para describir
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la permeacion en condiciones estacionarias, siendo mas relevante para comparar sistemas

o formulaciones.

Una vez realizada la cuantificacion del clorhidrato de proparacaina a partir del producto y
como activo, se grafico la cantidad acumulada de farmaco permeado frente al tiempo. Para

el activo en dosis infinita, se calcularon parametros clave como la cantidad acumulada
permeada (Qn), el Papp Yy el flujo en el estado estacionario (Jss). Para el producto en dosis

finita, en condiciones de abuso y el activo a una concentracion de 4.5 mg/mL, se
determinaron la cantidad acumulada permeada (Qn) y el flujo a las cuatro horas (J4), a

partir de las mediciones realizadas.

Con los resultados obtenidos de estos calculos, junto con los datos derivados de la
evaluacién histopatolégica de las muestras, se realizaron analisis estadisticos para
determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre los controles y cada

una de las condiciones evaluadas.

Para los resultados de permeacién, se emple6 un analisis de varianza (ANOVA) de tres
vias con medidas repetidas, complementado con comparaciones post-hoc, para evaluar
las diferencias medias en los parametros estudiados. Se consideraron significativas
aquellas diferencias con un valor de p<0.05. Estos analisis, detallados en el Anexo B,
permitieron identificar el impacto del tiempo, la dosis y su interaccion en la cantidad

acumulada permeada.

En los resultados de irritacion se evaluaron seis tratamientos: 53.15 mg/mL (dosis infinita
del compuesto activo), 4.5 mg/mL (producto, dosis de abuso), 4.5 mg/mL (activo), 2.25
mg/mL (producto, dosis finita), PBS (control negativo) y etanol al 99.5% (control positivo).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado, y las lesiones histologicas fueron evaluadas
mediante microscopia optica en cuatro campos, segun lo indicado en la Tabla 3, con su

respectiva gradacion.

Se verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Dado que estos supuestos no se cumplieron, el
analisis de las lesiones corneales y su gradacion se llevé a cabo utilizando pruebas
estadisticas no paramétricas (Kruskal-Wallis), con un nivel de significancia de 0.05,

evidenciando diferencias significativas entre tratamientos. Para identificar las diferencias
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especificas entre los tratamientos de irritacion, se aplicé la prueba de Dunn los resultados
se representaron en un mapa de calor y para visualizar estas diferencias, se utilizé un box

plot.

Dado que los datos de irritacién no presentaron una distribucion normal, mientras que los
datos de permeacion si mostraron un comportamiento acorde con la normalidad, se
empled la prueba de correlacion de Spearman, adecuada para variables no paramétricas.
El analisis se realiz6 utilizando exclusivamente los valores individuales de permeacién a
las 4 horas (Qa), sin aplicar promedios, correlacionando directamente las tres réplicas
experimentales de permeacion con las 3 réplicas y cuatro repeticiones correspondientes a
los datos de irritacion, para los siguientes tratamientos: 53.15 mg/mL (dosis infinita del
compuesto activo), 4.5 mg/mL (producto, dosis de abuso), 4.5 mg/mL (compuesto activo)
y 2.25 mg/mL (producto, dosis finita). Este enfoque permitié determinar relacién entre la

permeabilidad corneal y la respuesta de irritacién inducida por cada concentracion.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados empleando el software R (version 4.4.2)

y Microsoft Excel (Office 365), asegurando la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Capitulo 3. Resultados y discusién

Para la realizacion de los ensayos de permeacion e irritacion corneal, se trabajé con 18
cérneas, manejadas bajo las condiciones descritas en la metodologia. Se establecieron
parametros experimentales clave para garantizar la reproducibilidad de los resultados,
incluyendo la seleccion del medio de difusion, la temperatura, la velocidad de agitacion y
la frecuencia de muestreo, entre otros. Ademas, se verifico la integridad de la membrana
corneal antes y después de los experimentos, asegurando que la exposicién a las

diferentes condiciones no comprometiera su estructura.

A continuacién, se presentan los resultados de los ensayos de permeacion e irritacion,
resaltando las diferencias en la respuesta corneal frente a las distintas concentraciones de
clorhidrato de proparacaina y su formulacién comercial. Se analiza el comportamiento de
permeacion, la influencia de los excipientes en la absorcion del farmaco y las alteraciones

estructurales del tejido corneal.
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3.1 Definicion de las condiciones del ensayo de permeacién
corneal

En este estudio, se evaluaron diversos parametros experimentales que pueden influir en
la reproducibilidad de los resultados de permeacion. Se analizaron la velocidad de
agitacion y el tipo de agitador, asi como la temperatura para simular condiciones
fisioldgicas. También se consideraron la frecuencia y cantidad de muestras recolectadas,
la eleccion del medio para definir el perfil de permeacién. Ademas, se verifico la integridad
de la membrana para descartar alteraciones estructurales y el tiempo de experimentacion.
Finalmente, se aseguraron condiciones sink para mantener una difusién continua del

activo.

Configuracion del montaje

Los estudios preliminares comenzaron con el establecimiento del montaje experimental
(Figura 13), definiendo condiciones clave como la temperatura, la velocidad de agitacion y
otras variables criticas. Esta configuracién permitié un control preciso de los parametros

experimentales.

Velocidad de agitaciéon y tipo de agitador

La velocidad de agitacion es fundamental para estandarizar el ensayo, ya que afecta
parametros clave como el mantenimiento del equilibrio de la temperatura en la celda de
Franz. Ademas, la eficiencia de la agitacion determina la uniformidad en la distribucion del
farmaco en la camara receptora, asegurando condiciones homogéneas que favorecen la
reproducibilidad y exactitud de los resultados. El peso y el tamafo del agitador también
desempefan un papel en la eficiencia de mezcla; a mayor tamafio y peso, se mejora la
uniformidad en el compartimento receptor, pero también aumenta el riesgo de formacion
de vértices, especialmente a velocidades mas altas (185,197). La formacién de vortices
puede interrumpir las condiciones sink al crear zonas de alta concentracion o variabilidad
en la mezcla, lo que a su vez afecta la capa limite y altera la difusion establecida bajo las

condiciones de la ley de difusién de Fick (126,185).

La agitacion en el compartimento receptor influye en la velocidad de difusién del farmaco
al evitar la acumulacion del farmaco cerca de la membrana, lo que ralentizaria el proceso,
asegurando asi una difusién continua y uniforme del farmaco a través de la cornea (197).

En el contexto de estudios de permeacion, se observa que el rango adecuado de
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velocidades puede variar considerablemente, pero el control de este parametro es esencial

para minimizar la variabilidad (185,197).

La velocidad de agitacién utilizada en los ensayos de permeacion reportados en diversos
estudios esta entre 100-200 rpm (80,89,90,92,94,112,187,198,199). Ademas,
considerando los objetivos de esta investigacién en simular condiciones in vivo, es crucial
tomar en cuenta también la informacién disponible en la literatura cientifica como lo son

los parametros fisiologicos relevantes (45).

La tasa promedio de produccion de humor acuoso (HA) es de 2,0 a 2,5 ul/min y la tasa de
renovacion del volumen del humor acuoso es aproximadamente del 1 % por minuto, es
decir que en 100 minutos se produce su recambio total (200). Resulta fundamental
extrapolar esta informacion para definir una velocidad de agitacion que se asemeje mas a
las condiciones fisioldgicas. Considerando todos los parametros relevantes y tras estudios
preliminares, se seleccioné una velocidad de 240 rpm utilizando un agitador de
dimensiones 8x3 mm, asegurando que no se afectara la integridad de la membrana ni se

generaran vortices que pudieran interferir con el proceso de permeacion.

Temperatura

Durante el proceso de muestreo en los estudios de permeacion, pueden ocurrir
fluctuaciones de temperatura, lo cual motivo la realizacion de estudios preliminares para
monitorear y detectar estos cambios (185). La literatura indica que la temperatura de la
cérnea humana central suele ser de aproximadamente 34-35 °C, y se ve influenciada por
el ambiente, el cuerpo y el volumen de lagrimas (201). Sin embargo, la Organizacion para
la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) y otros estudios establecen una

temperatura promedio de 32°C * 0.5 para la superficie corneal in vivo (102,112,187).

La temperatura es crucial para las funciones biolégicas, ya que influye en la velocidad de
los procesos metabdlicos; temperaturas elevadas pueden desnaturalizar proteinas,
mientras que temperaturas bajas pueden comprometer la integridad de los tejidos (202).
Ensayos preliminares demostraron que, en el caso de las cérneas, la exposicion a bajas
temperaturas junto con la solucién de clorhidrato de proparacaina y sus excipientes,
afectaba el epitelio y aumentaba la permeabilidad cuando el tejido no se dejaba estabilizar
térmicamente antes del ensayo (203). En este contexto, y considerando que el transporte

del globo ocular se realiz6 a bajas temperaturas, era fundamental que las cérneas
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alcanzaran un equilibrio térmico adecuado antes de iniciar el ensayo para preservar su

integridad estructural.

Para evaluar cualitativamente las condiciones del ensayo, como la temperatura y la
velocidad de agitacion, se realizaron estudios preliminares con fluoresceina sédica y agua
destilada como medio de difusion. Esto permitié observar visualmente los cambios de color
en el compartimento receptor sin necesidad de cuantificacién. La intensidad de la
coloracion en el receptor se utilizé como indicador visual de la permeabilidad, y se observé
que esta aumentaba con mayores temperaturas y velocidades de agitacion (Figura 15). En
este contexto, se seleccioné una temperatura de 32°C en la cérnea, para simular las

condiciones fisioldgicas de la cérnea.

Figura 15. Imagenes fotograficas de muestras de ensayos preliminares de permeacién
corneal con fluoresceina sddica: A) velocidad de 240 rpm y temperatura de 32°C, y B)
velocidad de 480 rpm y temperatura de 34°C. Fuente: autor.

Frecuencia de muestreo, volumen de recoleccion y seleccion del
medio de difusién

Se recolectaron volumenes de 500 pL en los tiempos de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 4 horas,
asegurando no exceder el volumen total de muestreo de 500 pL segun PermeGear, para
evitar la formacién de burbujas que pudieran afectar la difusion (126). El volumen de
muestreo fue pequeno para no perturbar significativamente el volumen del compartimento
receptor, y lo suficientemente grande para permitir una cuantificacion exacta del farmaco;
ademas se comprobd que esta cantidad evitaba el ingreso de burbujas al medio que
impidieran la difusion (45,126). Estos intervalos fueron seleccionados para capturar con

precision la dinamica de permeacion del compuesto a través de la cérnea.
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Es fundamental mantener constante el efecto de dilucion en el compartimento receptor
para preservar las condiciones sink y garantizar una permeacién adecuada. Estas

condiciones no solo cumplen con los estandares internacionales, sino que también
optimizan la precision en los calculos de permeabilidad aparente (Papp) y flujo estacionario

(Jss), contribuyendo a la validez general de los datos obtenidos. Por ello, tras cada
muestreo, el volumen extraido se repuso inmediatamente con medio receptor fresco a la

misma temperatura, manteniendo asi el equilibrio en el sistema (45,126).

Para el medio de difusién, se seleccioné PBS por su capacidad para mantener un pH 7.4
igual al fisiolégico y su compatibilidad con el tejido corneal, lo que permite replicar

condiciones similares a las del entorno fisioldgico (210).

Evaluacion histolégica de la integridad corneal y definicion del
tiempo de experimentacion

Los hallazgos histolégicos del estudio de integridad corneal muestran que la cornea
control, sin exposicion a PBS y sumergida en formol lo mas rapido posible tras el sacrificio
del animal, presenta una estructura intacta, con epitelio continuo y endotelio sin
alteraciones. El estroma exhibe fibras colagenas organizadas con espacios interlamelares
normales, los cuales forman parte de la arquitectura fisiolégica del tejido y no deben

confundirse con edema (Figura 16-A).

En este estudio, se tuvo acceso a los cerdos 30 minutos después de su muerte, extrayendo
cada ojo en un tiempo aproximado de 5 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
transportadas al laboratorio en una hora. Todo el procedimiento se llevé a cabo con la

mayor rapidez posible para minimizar los cambios post mortem.
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Figura 16. Comparacion histoldgica de cérneas sometidas a diferentes condiciones.
Tincion H&E. Se observa continuidad del epitelio (estrella), estroma (flecha) y del endotelio
(tridngulo). (A) Cornea antes del montaje en la celda de Franz y sin exposicién a PBS (30
min post mortem, 5 minutos de extraccion). (B) Codrnea transportada en PBS con
caracteristicas similares a (A) (35 min post mortem, 5 minutos de extraccion, 1 hora de
transporte antes de la fijacion en formol). (C) Cérnea expuesta a PBS e incubada en celdas
de Franz por 6 horas bajo las condiciones del ensayo (40 min post mortem, 5 min de
extraccion, 1 hora de transporte y 6 horas en las celdas antes de fijarla al formol). Los
espacios interlamelares observados en el estroma se consideran normales. Fuente: autor.

En la coérnea transportada al laboratorio en solucién de PBS bajo condiciones de
refrigeracion y sin montaje en celdas de Franz, se observaron caracteristicas similares a
las del control, sin descamacion ni cambios estructurales significativos. Esto sugiere que
el contacto con PBS y/o el tiempo transcurrido desde la extraccion hasta el inicio del

ensayo no afectaron de manera relevante la integridad corneal (Figura 16-B).

Después de 6 horas de permeacion en celdas de Franz, se identifica un epitelio con
espongiosis leve, especialmente en la regidon basal, y pérdida de continuidad en algunas
zonas de endotelio (no senalado en la Figura). En el estroma se observan focos con leve

separacion de las fibras colagenas (Figura 16-C).

Es importante destacar que algunos de los espacios observados en el estroma pueden

corresponder a artefactos histoldgicos derivados del procesamiento del tejido, asi como a
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la manipulacién durante el montaje en la celda de Franz o la incision del tejido, en lugar de
cambios estructurales reales. Ademas, la descamacion epitelial observada en algunas

muestras podria estar relacionada con estos factores.

Para una correcta interpretacion, es fundamental diferenciar estos hallazgos de los
cambios asociados al edema corneal, el cual se caracteriza por la desorganizacién de las
fibras colagenas en el estroma y el aumento de los espacios interlamelares debido a la

acumulacion de fluido.

Dado que no se observaron cambios significativos en el epitelio y el estroma en relacion
con el tiempo y el medio de transporte, estas zonas se definieron como las de mayor
relevancia para evaluar modificaciones atribuibles a la irritacion. En general, los resultados
histolégicos sugieren que la integridad corneal se mantiene hasta las seis horas de
exposicion en celdas de Franz con PBS como medio de difusiéon, sin comprometer

significativamente su estructura.

Ademas, se observo que, tras 4 horas de exposicion, los cambios histolégicos eran
similares a los observados a las 6 horas, pero de menor intensidad. Esto respalda el uso
de PBS como medio de transporte en estudios de permeacion e irritacion durante 4 horas,

garantizando la integridad del tejido bajo estas condiciones.

La duracion total del experimento se establecié en cuatro horas, basado en lo explicado
previamente, y en investigaciones que utilizaron las celdas de Franz con junta esmerilada
esférica, que emplearon un tiempo de 4h en el experimento (77,79). Ademas, se tuvo en
cuenta la estabilidad de la proparacaina, reportada en solucion a temperatura ambiente
durante 8 horas (186), lo que asegura que el farmaco no sufra una degradacion significativa

durante el ensayo.

Solubilidad del clorhidrato de proparacaina

La solubilidad del clorhidrato de proparacaina en PBS fue determinada experimentalmente
en 53.152 mg/mL, bajo las condiciones descritas en la metodologia. Este valor permitio
definir las concentraciones del farmaco a utilizar en el estudio, asegurando el cumplimiento
de las condiciones sink (aspecto que se abordara mas adelante). Los valores de solubilidad
reportados en la literatura son altamente variables, lo que puede atribuirse a diferencias

en las condiciones experimentales, las cuales en muchos casos no se especifican.



60

El PBS favorece la solubilidad del clorhidrato de proparacaina debido a la relacién entre
su pH (7.4) y el valor de pKa del farmaco (8.96), lo que determina un alto grado de
ionizacion (aproximadamente 97.3%) del compuesto en este medio (148,152—-154). Dado
que la forma ionizada es mas hidrofilica, el farmaco presenta una mayor solubilidad en
agua en comparacion con solventes mas apolares. Esto explica por qué su solubilidad en
PBS (53.152 mg/mL) es considerablemente superior a la registrada en solventes organicos

como etanol (7 mg/mL) o acetato de etilo (<0.1 mg/mL) (149).

Aunque la solubilidad del clorhidrato de proparacaina en PBS se determin6 a temperatura
ambiente (menor que la empleada en los ensayos de permeacién, donde se usaron 32°C
en la cornea), este aspecto no influye negativamente en la decisién tomada respecto a
garantizar las condiciones sink, considerando que para este activo la solubilidad aumenta
con la temperatura. Adicionalmente, bajo estas condiciones el PBS ha demostrado ser un
vehiculo eficiente para la disolucion del compuesto, respaldando su empleo en ensayos de
permeacién corneal y su amplia aceptacion en la literatura cientifica revisada
(73,76,77,80,84,92,95,195,199,204-206).

Condiciones sink

De acuerdo con lo explicado en la metodologia, para el célculo de las concentraciones a
emplear en los estudios de permeacién se tomé como referencia el resultado de solubilidad
encontrado experimentalmente, 53,152 mg/mL. Con base en esta informacion, se estimé
gue las condiciones sink se cumplirian si la concentracion en el compartimento receptor se
mantenia por debajo del 10% de este valor de solubilidad. De esta manera se verificaron
que las concentraciones de farmaco a emplear en el estudio, bajo las condiciones de medio

definidas, garantizaran las condiciones de no saturabilidad (condiciones sink).

En el experimento de permeacioén con dosis infinita de proparacaina, la cantidad promedio
permeada a las cuatro horas fue de 338.76 + 22.28 ug/cm?, valor que no supera el limite
para mantener las condiciones sink en el compartimento receptor (el 10% corresponde a
5,3 mg/mL), asegurando un gradiente de concentracion constante y evitando la saturacion

del medio receptor durante todo el ensayo (112,128,187).

Mantener estas condiciones asegura que el flujo de permeacion observado refleje una
difusién pasiva y constante a lo largo del experimento. Esto no solo garantiza la

confiabilidad y reproducibilidad de los datos obtenidos, sino que también facilita futuras
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correlaciones in vitro-in vivo y extrapolaciones, permitiendo hacer predicciones utiles de

biodisponibilidad ocular en aplicaciones clinicas.

3.2 Evaluacion de permeacion del clorhidrato de
proparacaina

Los ensayos realizados en celdas de Franz permitieron caracterizar el comportamiento de
permeacion del clorhidrato de proparacaina, tanto en su forma de reactivo analitico (activo)
como en su formulacion comercial (producto). El perfil de permeacion en dosis infinita,
representado en la Figura 17, evidencia una acumulacién progresiva del farmaco en
funcién del tiempo, alcanzando un valor maximo de 338.76 + 22.28 ug/cm? a los 240

minutos.
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Figura 17. Perfil de permeacion clorhidrato de proparacaina en dosis infinita (activo).

Estos resultados estan en concordancia con los hallazgos del ANOVA de medidas
repetidas (Anexo B), que identific6 cambios significativos en la cantidad acumulada
permeada a lo largo del tiempo. Aunque el perfil sugiere inicialmente un incremento
constante en la cantidad acumulada, la permeacién no sigue estrictamente una cinética

lineal. Factores como la difusion del farmaco, el establecimiento gradual del flujo
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estacionario, y el tiempo de latencia (T.), determinado por la interaccion del compuesto
con la membrana, influyen en la dinamica observada. Estos elementos resaltan la
importancia de evaluar no solo los efectos individuales, sino también las interacciones

entre las variables estudiadas, como se analizé en el ANOVA de tres vias (Anexo B).

La Figura 18 presenta los perfiles de permeacion del clorhidrato de proparacaina a través
de la cornea porcina, comparando tres condiciones experimentales: el principio activo a
4.5 mg/mL (A-4.5 mg/mL), el producto comercial a 2.25 mg/mL (P-2.25 mg/mL) y el
producto comercial en condiciones de abuso a 4.5 mg/mL (P-4.5 mg/mL). Las curvas

permiten visualizar la influencia de la concentracidén sobre la permeabilidad corneal del

farmaco.
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Figura 18. Perfiles de permeacion del clorhidrato de proparacaina a dos niveles de
concentracion (2,25 y 4,5 mg/mL), a partir del producto (P) y empleando al activo solo (A).

Como se observa en la figura 18, las tres curvas presentan un incremento progresivo en
la cantidad permeada a lo largo del tiempo, lo que sugiere una posible tendencia lineal. Sin
embargo, para confirmar el tipo de cinética involucrada, es necesario ajustar los datos a
modelos matematicos especificos. Al comparar las concentraciones mas bajas, se

evidencia una diferencia notable en la cantidad acumulada de farmaco permeado entre la
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formulacién comercial a 4.5 mg/mL (dosis de abuso) y la de 2.25 mg/mL (dosis de uso
clinico o dosis finita). Esta diferencia puede atribuirse al mayor gradiente de concentracion
generado por la dosis mas alta, lo que incrementa la velocidad de difusion del farmaco a
través de la cérnea, en concordancia con lo descrito en estudios previos sobre permeacion

de farmacos oftalmicos (155).

En investigaciones sobre la difusién de farmacos semisdlidos, como el aciclovir en
unglentos oftalmicos, han reportado una relacién directa entre la concentracion en el
compartimento donador y la cantidad acumulada de farmaco permeado, resaltando la
importancia del gradiente de concentracién en la difusién pasiva (77). Asimismo, estudios
con formulaciones oftalmicas como las de loteprednol etabonato han demostrado que la
permeabilidad corneal se ajusta a modelos de cinética de orden cero cuando la
concentracion en el compartimento donador es suficientemente alta para mantener un flujo

constante del farmaco (79).

Por otro lado, en la dosis finita de 2.25 mg/mL, la cantidad acumulada permeada fue
significativamente menor, alcanzando solo 81.49 pg/cm? a las 4 horas. Estos resultados
estan en concordancia con los hallazgos del ANOVA de tres vias (Anexo B), el cual
confirmd que tanto la concentracion inicial como el tiempo tienen un efecto significativo en
la permeacién del farmaco. Sin embargo, al comparar el producto con el activo a la misma
concentracion, no se evidenciaron diferencias significativas a las cuatro horas, lo que indica
que la velocidad de permeacion en este punto estad mas influenciada por el gradiente de

concentracién que por la composicién del producto.

En este contexto, los resultados de las comparaciones post-hoc (Anexo B) respaldan que
los excipientes presentes en la formulaciéon no tienen un impacto significativo en la
permeacion a corto plazo. Al comparar el producto comercial en su dosis de abuso con el
clorhidrato de proparacaina como activo, no se observaron diferencias significativas entre
el activo a 4.5 mg/mL y el producto a 4.5 mg/mL (p=0.7785), lo que sugiere que la
composicion de la formulacion no modifica sustancialmente la permeacién en esta

concentracion.

Por otro lado, las comparaciones entre el activo a 4.5 mg/mL y el producto a 2.25 mg/mL
(p<0.0001), asi como entre el producto a 2.25 mg/mL y el producto a 4.5 mg/mL

(p=0.0002), mostraron diferencias significativas en la cantidad acumulada permeada. Sin
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embargo, estas diferencias pueden atribuirse al gradiente de concentracion mas que a la
formulacién, ya que al comparar las muestras a la misma concentracién no se evidencian

cambios relevantes en la permeabilidad del farmaco.

Para complementar este analisis, se realizé un calculo del factor de similitud (f2) entre el
activo y el producto a 4.5 mg/mL, con el objetivo de comparar los perfiles de permeacién
en toda la curva, obteniéndose un valor de 50.4. Este resultado indica que los perfiles de
permeacion entre el producto comercial y el activo a la misma concentracion pueden
considerarse similares. La comparacién mediante f2 es un criterio adoptado por varias
guias de la FDA para evaluar la similitud entre perfiles de disolucién, estableciendo que un
valor de f2 = 50 sugiere similitud entre los perfiles analizados (207). En consecuencia, bajo
las condiciones evaluadas en este estudio, la formulacion no parece alterar

significativamente la cinética de permeacion del farmaco.

Lo anterior refuerza la conclusién de que la permeabilidad esta determinada principalmente
por el gradiente de concentracion y no por la composicion de la formulacién. En
consecuencia, bajo las condiciones evaluadas en este estudio, la formulaciéon no parece

alterar significativamente la cinética de permeacion del farmaco.

Los resultados presentados en la Tabla 4 muestran los valores de parametros clave, como
el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp), el flujo en estado estacionario (Jss) y el

tiempo de latencia (T.), determinados a partir de los perfiles de permeacion, cuyo

procedimiento para el calculo se describié en la metodologia.

Se obtuvo un valor de Papp de 9.33 x107 + 0.04 cm/s, dentro del rango de 107" a 10° cm/s

reportado para la baja permeabilidad de la cérnea (28). El Papp de la proparacaina podria

estar en concordancia con los valores reportados para moléculas que cuentan con una
lipofilia moderada para atravesar las capas corneales, considerando sus similitudes
estructurales con otros anestésicos locales de peso molecular y coeficiente de reparto
comparables, los cuales también muestran una fuerte dependencia del epitelio como
barrera limitante (155). Se realizé una revision de la literatura sin hallar un valor especifico
de Papp para el clorhidrato de proparacaina en sistemas de difusion con celdas de Franz y

en condiciones experimentales equivalentes. Sin embargo, en condiciones de

coadministracién con timolol, se encontré un Papp para la proparacaina de 21.58 + 1.04 x
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10-6 (156) lo cual indicaria que el timolol estaria actuando como un potenciador de
permeacion, reduciendo la resistencia de las capas corneales y permitiendo una

permeabilidad mas eficiente.

Tabla 4. Parametros de permeacion.

Concentracion  p,,, Jss J4 T. (h) Q4 (pg/cm?)
(mg/mL) (cmls (ug/h/lcm?  (pg/cm?/m
) ) in)
53.152 (dosis 9.33  1.78 x10*2 - 1.5 338.76 + 22.28
infinita -activo) x107  +0.00023
+ 0.04
4.5 (dosis de - - 0.90 % - 139.61 £ 6.37
abuso - activo) 0.04
4.5 (dosis - - 0.92 + - 142.69 + 1.88
abuso- 0.01
producto)
2.2§ (_d05|s - - 053+ - 81.49 + 5.88
finita- 0.03
producto) '

Datos presentados como promedio, + 0 y n=3.Tiempo de latencia (T.), el flujo en estado
estacionario (Jss), J4 representa el flujo en esas condiciones y no un valor constante (J4)
y cantidad acumulada permeada (Q4) obtenidos de las 4 horas del ensayo de permeacion.

En un estudio comparable al realizado en esta investigacion, la tetracaina mostré un Papp

de 1.5 x10° cm/s en cornea de conejo bajo condiciones de ensayo que incluyeron
concentraciones de 0.25%, 0.5% y 1% en lagrimas artificiales ajustadas a un pH de 7.15.
La permeacién se favorecié mediante agitacién constante a 35°C, y la evaluacion se realizé
en una camara de metacrilato, con recoleccion de muestras en intervalos de hasta 60

minutos (122). Las diferencias en la configuracion experimental, especialmente en la
temperatura, pueden explicar en parte el mayor Papp observado para la tetracaina en

comparacion con la proparacaina. Sin embargo, también es importante considerar que la
tetracaina posee propiedades fisicoquimicas favorables, equilibrio hidrofilico-lipofilico
distinto, asi como un pKa mas cercano al fisiolégico (8.5) y un log D de 2.73, que en
conjunto podrian contribuir a una mayor fraccién no ionizada y a una mayor lipofilia a pH

7.4, favoreciendo su difusion a través de la barrera lipidica corneal.
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Por otro lado, los estudios publicados de permeabilidad de la proparacaina muestran una
marcada variabilidad en las condiciones experimentales, lo que dificulta la comparacion
directa de los resultados. Por ejemplo, Dincel et al. en 2007, midieron la concentracion de
proparacaina en humor acuoso humano utilizando HPLC-UV, obteniendo valores entre
80,21 y 459,00 ng/mL, tras la aplicacion topica del colirio Alcaine 0,5 % (208). Por otro
lado, Latreille et al. en 2015, emplearon un método LC-MS/MS para analizar matrices
oculares de conejo y detectaron concentraciones en niveles subnanomolares, reflejando
las limitaciones de penetracion de la cérnea debido a su barrera fisiolégica (209). Estas
diferencias metodoldgicas in vivo-ex vivo, distintas especies y técnicas de cuantificacion,

evidencian la necesidad de estandarizar los protocolos para obtener datos comparables.

Los anestésicos locales son bases débiles con valores de pKa entre 7.6 y 9.2 (153). El pKa
determina la proporcion de moléculas ionizadas y no ionizadas a un pH dado. La forma no
ionizada (base conjugada) es la que puede atravesar las membranas lipidicas, mientras
que la forma ionizada se une al canal de sodio para ejercer su efecto (210). La
proparacaina es un anestésico local del tipo éster con un pKa de 8.96, considerablemente
mas alto que el pH fisiolégico del ojo (7.4). Esta diferencia provoca que, en condiciones
fisiologicas, el 97.32% de la molécula se encuentre en su forma ionizada (hidrofilica),
mientras que solo el 2.68% permanece en su forma no ionizada (lipofilica), que es la
fraccion capaz de atravesar la barrera lipidica del epitelio corneal por difusién pasiva
(153,210). Dado que solo la forma no ionizada puede difundirse eficazmente a través de
membranas celulares, y a pesar de que este equilibrio de disociacion es dinamico, este

bajo porcentaje podria sugerir una permeacién limitada.

Este comportamiento se ve reflejado en los resultados experimentales obtenidos, donde la
proparacaina mostré una Papp de 9.33 x107 cm/s. Este valor, en comparacién con otras

moléculas mas lipofilicas o con pKa mas cercanos al pH fisiolégico, confirma que la
fraccién no ionizada, aunque pequena, es farmacolégicamente significativa en el contexto
ocular. Farmacos con un pKa mas proximo a 7.4 presentan una mayor fraccion no ionizada

y, por ende, una permeacion mas rapida, como ocurre con lidocaina (pKa 7.8) (152).

Ademas del pKa, otro factor determinante en la permeabilidad corneal es la lipofilia del
farmaco, expresada a través del log D a pH 7.4, ya que este parametro considera tanto la

distribucion lipidica del farmaco como su grado de ionizacion a ese pH. Se ha establecido
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que un log D entre 2 y 3 representa el rango optimo para favorecer un equilibrio entre
solubilidad en la fase acuosa y difusion a través del epitelio corneal (28). En este contexto,
la tetracaina presenta un log D de 2.73, la lidocaina de 2.26 y la proparacaina de 2.05 a
pH 7.4, lo que indica que las tres se encuentran dentro del rango ideal de lipofilia para
permeacion corneal. No obstante, los compuestos con log D mas alto, pueden mostrar una
mayor retencioén en las capas lipofilicas del epitelio corneal, dificultando su paso hacia el
medio hidrofilico del estroma, lo cual puede reducir su permeabilidad a través de toda la
cornea (211,212).

En este contexto, la permeabilidad corneal de la proparacaina y la tetracaina esta

influenciada por el equilibrio entre sus formas ionizadas y no ionizadas a pH fisiolégico, lo
cual se refleja en su log D y en su Papp. La tetracaina, con un log D de 2.73 y un pKa de

8.5, presenta una mayor lipofilia y una fraccion no ionizada de aproximadamente 7.35% a

pH 7.4, lo que favorece su difusion pasiva a través de las membranas lipidicas del epitelio
corneal. En consecuencia, la tetracaina muestra una Papp de 1.5 x 10 cm/s (155), superior

a la de la proparacaina, cuya log D es de 2.05 y su pKa de 8.96 implica una fraccién no

ionizada significativamente menor, de tan solo 2.68%, bajo el mismo pH.

La absorcioén corneal de los anestésicos locales depende tanto de su lipofilia como de su
grado de ionizacién a pH fisiolégico, ya que estos factores determinan la fraccién disponible
para atravesar la barrera epitelial. Aunque se busca una rapida penetracion corneal para
un inicio de accién eficaz, también es importante que parte del farmaco permanezca
retenido en la cérnea para prolongar su efecto. Por ello, un equilibrio en la lipofilia es
esencial, valores extremos pueden limitar la solubilidad en la lagrima o la permeacién
epitelial (152). Ademas, excipientes, potenciadores de permeacion y la formulacién

también influyen en la absorcion ocular (37).

Por otro lado, el flujo en estado estacionario de permeacion (Jss) obtenido para el
clorhidrato de proparacaina (1.78 x10*2 ug/h/cm?), representa la capacidad intrinseca del
compuesto para atravesar la membrana en condiciones de equilibrio dinamico, una vez
alcanzado el estado estacionario. Como se establece en estudios de difusion, Jss se
mantiene constante tras la fase de induccion, por lo que es un parametro clave para

comparar sistemas de permeacion en condiciones estacionarias.
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En ausencia de valores de referencia especificos para Jss y Papp, los datos obtenidos

pueden servir como base para futuros estudios, comparando con otros principios activos,
sus aplicaciones en formulaciones oftalmicas, e incluso para establecer correlaciones entre
las propiedades fisicoquimicas del farmaco y su permeacion corneal. Asimismo, estos
resultados destacan la necesidad de realizar analisis complementarios que validen su

relevancia biologica y predictiva.

En condiciones de dosis finita, el flujo de permeacion no es constante y depende de la
concentracion remanente en el compartimento donador. En este caso, el flujo calculado a
los 240 minutos (J4) refleja la cantidad acumulada de farmaco que ha permeado hasta ese
momento, pero no representa un estado estacionario. Segun los resultados obtenidos
(Tabla 4), una mayor concentracion inicial favorecié una mayor permeacion total, debido a
la relacion directa entre el gradiente de concentracion y la difusion. En contraste, la dosis
finita del producto a 2.25 mg/mL presenté un J4 menor, lo que se explica por la reduccion
del gradiente de concentracién con el tiempo, disminuyendo progresivamente la cantidad

permeada en etapas avanzadas del ensayo.

Por otro lado, el T, obtenido en condiciones de dosis infinita (1.5 h) representa el tiempo
requerido para alcanzar Jss. Este retraso puede atribuirse a la interaccion inicial del
farmaco con las capas lipofilicas del epitelio corneal, donde se genera una barrera selectiva
basada en la lipofilia y el equilibrio de disociacién del compuesto. En esta zona, la
proparacaina al estar en su mayoria en forma ionizada a pH fisioldgico, requiere alcanzar
un equilibrio local que favorezca la fraccién no ionizada capaz de difundir pasivamente.
Posteriormente, al atravesar el estroma hidrofilico, ocurre un nuevo ajuste en el equilibrio
de disociacion, favoreciendo la forma ionizada. Este proceso escalonado de reequilibrio
entre formas ionizada y no ionizada en funcion del pH y la naturaleza de cada capa corneal
(epitelio, estroma y endotelio) podria contribuir al retraso observado en el establecimiento
de Jss. Por tanto, un T, prolongado sugiere no solo una interaccién significativa con la
membrana epitelial, sino también un proceso dinamico de redistribucion y disociacion del

farmaco a lo largo del tejido, en coherencia con su dependencia de la lipofilia y del pKa.

Este comportamiento esta estrechamente relacionado con la estructura anfifilica de la
proparacaina, compuesta por un anillo aromatico lipofilico, un enlace éster y una amina
terciaria hidrofilica, que le permite interactuar tanto con zonas lipidicas (epitelio y endotelio)

como con el estroma hidrofilico de la cérnea (158,159). Esta caracteristica es comun en



69

muchos compuestos anfifilicos, cuya interaccion con las membranas celulares depende
del balance hidréfilo-lipofilico (HLB) y de la separacion espacial de sus fracciones polares

y apolares, que determinan su comportamiento en medios biolégicos (213).

Ademas, debido a la naturaleza del tejido corneal y las caracteristicas del farmaco en
condiciones de dosis infinita, es posible que la permeacion se vea afectada por factores
adicionales, como la saturacion local en el tejido o la resistencia de las capas internas.
Esta hipétesis puede verificarse mediante un método de extraccion del farmaco retenido
en la membrana corneal. En investigaciones previas, se ha empleado un procedimiento
que implica la limpieza superficial del tejido, seguido de perforacion y homogeneizacién,
para luego extraer el farmaco con PBS bajo sonicacion; permitiendo determinar la cantidad
de farmaco retenida en las distintas capas corneales y evaluar asi la permeacion efectiva
y acumulacion del compuesto en el tejido, o que proporciona una estimacion precisa del

comportamiento del farmaco en el tejido (112,187).

El estudio de Toffoletto et al. subraya la importancia de evaluar la permeabilidad y
acumulacion de farmacos en estudios ex vivo. La acumulacion de un farmaco en la cérnea
puede prolongar su efecto terapéutico, ya que la cérnea actua como un reservorio que
permite la liberacion gradual del farmaco. Esta retencion depende de la estructura
asimétrica de la cornea, donde las capas externas (epitelio) y las internas (endotelio)
presentan diferentes permeabilidades y funciones, influyendo en cémo el farmaco se
almacena y se difunde. Este estudio también destaca la importancia de evaluar la
acumulacion de farmacos en los tejidos oculares, dado que una mayor retencion en la
coérnea puede traducirse en una mayor duracion del efecto, lo cual es especialmente

relevante en el disefio de sistemas de liberacion controlada (214).

3.3 Lesiones histolégicas asociadas al potencial irritante
ocular del clorhidrato de proparacaina

Los modelos in vivo que han sido empleados para valorar el potencial de irritacién ocular
de las sustancias quimicas determinan lesiones sobre tres tejidos oculares: conjuntiva, iris
y cornea fueron evaluados, otorgando una mayor ponderacion a esta ultima en la
determinacion de los indices de irritacion. De un maximo de 110 puntos posibles, 80

corresponden a alteraciones en la cornea. Por lo tanto, evaluar las lesiones que ocurren
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sobre corneas ex vivo puede ser un indicativo fiable de la irritacion ocular. Ademas, existen
ensayos validados que emplean corneas bovinas (TG 437 OCDE) o células corneales
humanas reconstituidas (TG 492B OCDE) para evaluar la irritaciéon ocular (98,102,108).
De esta manera, analizar detalladamente las lesiones histolégicas en cérneas porcinas, tal
como se hizo en esta investigacion, es una aproximacién confiable para evaluar este punto

final.

Cabe destacar que, si bien existen estudios in vitro que evidencian citotoxicidad y efectos
apoptoticos de la proparacaina sobre células corneales, no se han identificado reportes
especificos que evalluen su potencial de irritacién ocular primaria en modelos ex vivo o in
vivo validados. Esta ausencia de evidencia limita la caracterizacion toxicolégica ocular del
compuesto, especialmente en condiciones de uso clinico controlado, lo que justifica la

realizacion del presente bioensayo.

Para evaluar el potencial de irritacion ocular, se analizaron diversas lesiones histologicas
sobre las capas celulares que conforman la cérnea (epitelio, estroma y endotelio) y que
fueron expuestas a PBS (control negativo), etanol (control positivo) y las diferentes
concentraciones de proparacaina estudiadas en permeacion. Las alteraciones epiteliales
evaluadas incluyeron edema intraepitelial, caracterizado por la acumulacién de liquido
dentro de las células epiteliales, lo que provoca su hinchazén; descamacion, definida como
la pérdida de células epiteliales en la superficie corneal; espongiosis, que se refiere a la
separacion intercelular causada por la acumulacion de fluido en el epitelio; y condensacién
de cromatina, un proceso en el que el material genético en el nucleo celular se compacta,
indicando dafio celular o apoptosis. En el estroma, se evalud la presencia de edema
caracterizado por la acumulacion de liquido entre las lamelas de colageno, lo que puede
comprometer la transparencia y la integridad estructural de la cérnea. Finalmente, en el
endotelio se valoré si esta capa de células se encontraba presente o ausente. Las
imagenes de las lesiones sobre el epitelio, determinantes para valorar la irritacion, se

presentan en la Figura 19 (215-217).
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Figura 19. Lesiones en cérnea de porcinos expuestas a diferentes sustancias. Tinciéon H&E
Aumento 20X. (a) PBS, (b) dosis infinita, (c) producto 4.5 mg/mL (dosis de abuso), (d)
Etanol. Los principales hallazgos en el epitelio son espongiosis (flecha negra),
descamacion (*), condensacion de la cromatina (flecha blanca), edema (flecha verde). En
todas las imagenes, los espacios dentro del estroma son artefactos de procesamiento
(triangulo amarillo). Fuente: autor.

Los espacios en el estroma (triangulo amarillo) observados en la Figura 19 corresponden
a espacios interlamelares normales o artefactos del procesamiento histolégico, por lo que
no deben confundirse con edema, ya que la disposicion de las fibras colagenas se
mantiene organizada y sin signos de descomposicién estructural. Para confirmar la
ausencia de edema estromal y evaluar posibles alteraciones en la hidratacion del tejido,
seria recomendable el uso de microscopia confocal para analizar cambios en la
refringencia del estroma, tinciones especificas como Tricrémico de Masson para evaluar
la distribucion del colageno y medicion del grosor corneal, dado que el edema suele
asociarse con un aumento significativo en el espesor del tejido (218,219).

En la Figura 20-A, en la cérnea con PBS se observan espacios interlamelares normales,

lo que indica una organizacion estructural conservada del estroma corneal, con una
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adecuada hidratacion y distribucion de la matriz extracelular. En contraste, en la Figura 20-
B, la cornea en condiciones de dosis infinita, se observa un estroma compacto, sin
espacios evidentes entre las lamelas de colageno, lo que sugiere una alteracién

significativa en la composicion de la matriz extracelular.

Este hallazgo podria explicar la ausencia de edema estromal en los otros tratamientos, ya
que, en lugar de una acumulacién anormal de liquido en el estroma, parece haber una
pérdida de proteoglicanos, componentes clave para mantener la hidratacion y la
organizacion del tejido. La reduccion de estos elementos estructurales podria provocar una
compactacion del colageno, limitando la retencion de agua y evitando la expansion del

estroma (216).

Ademas, este efecto podria estar relacionado con un componente osmoético, ya que la alta
concentracion del principio activo en forma salina puede generar un gradiente osmético
que promueva la salida de agua desde el interior de las células hacia el exterior, en un
intento por equilibrar las concentraciones a ambos lados de la membrana celular. Es
importante aclarar que la condicion de dosis infinita fue utilizada con fines experimentales,
especificamente para la obtenciéon de parametros fisicoquimicos como el coeficiente de
permeabilidad aparente. No se pretende simular una situacion clinica real, ya que estas
concentraciones no corresponden a ninguna formulacién comercial ni a una dosis de abuso
habitual.
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Figura 20. Comparacion del estroma corneal en porcinos con PBS y dosis infinita (H&E,
10X). (A) Cornea en PBS, utilizada como control, se observan espacios interlamelares
normales (EIL) (triangulo amarillo). (B) Cdrnea expuesta a dosis infinita, con estroma
compacto y reduccién EIL, sin apreciarse separacion entre las lamelas de colageno (*).
Fuente: autor.

Para profundizar la valoracién de los cambios observados en el estroma a DI, seria
necesario complementar el analisis con tinciones especificas como Tricromico de Masson
para evaluar la distribucion del colageno, microscopia confocal para detectar cambios en
la refringencia del tejido y medicién del grosor corneal, ya que la pérdida de proteoglicanos
podria estar asociada con una disminucion del volumen estromal en lugar de edema
(218,219).

Por el contrario, el edema estromal observado exclusivamente en las cérneas expuestas
a etanol puede atribuirse a las propiedades disolventes de este compuesto, que afectan la
integridad del epitelio corneal (Figura 21). El etanol puede desestabilizar las membranas
celulares epiteliales, facilitando la infiltracién de fluido en el estroma y provocando edema.
Ademas, el etanol puede inducir apoptosis y reducir la viabilidad celular de manera
dependiente de la concentracién, afectando la integridad del epitelio corneal y generando
inflamaciéon. Estos efectos pueden comprometer la funcién de barrera del epitelio,
permitiendo la acumulacién de liquido en el estroma y la aparicion de edema (220).
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Figura 21. A. Cdrnea expuesta a etanol en donde se aprecia severo edema estromal
(flecha). B. Grafico de barras de la escala de gradacion segun tratamiento y lesion: edema
de estroma.

Con respecto al endotelio, en este estudio se observé pérdida total en la mayoria de los
tratamientos y perdida focal en algunas zonas en el control negativo (PBS). La ausencia
de endotelio en casi todas las muestras resalta la fragilidad de estas células, lo que podria
indicar la necesidad de evaluar en estudios futuros el uso de medios enriquecidos con
antioxidantes, antibioticos y aminoacidos, como los empleados en el transporte de érganos
para trasplantes. Medios de preservacion y almacenamiento, como el McCarey-Kaufman,
proporcionan una viabilidad celular de cuatro dias, asi como el Optisol-GS vy el Life 4°C,
que permiten hasta 14 dias de almacenamiento; sin embargo, algunos autores reportan
hallazgos de defectos epiteliales en cérneas contenidas en estos medios (177-181,221).
En este estudio se optd por utilizar PBS, si bien, es un medio mas simple y con menor
capacidad de preservacion en comparacioén con los mencionados, ha sido empleado en
diversas investigaciones y fue seleccionado para evitar posibles interferencias en la
cuantificacién de la proparacaina, asegurando que las condiciones experimentales

reflejaran unicamente los efectos de los tratamientos evaluados.

De las tres capas corneales, el epitelio brinda mas informacion y posibilidad de analisis

que el estroma y el endotelio. El conteo de las lesiones epiteliales se presenta en la Figura
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22. Se observa que los tratamientos con dosis infinita y etanol (EtOH) presentan los
conteos celulares mas elevados, aunque con diferencias en el tipo de lesion predominante.
En dosis infinita, la lesion mas destacada es el edema intraepitelial, mientras que en EtOH,

el aumento del conteo celular esta asociado principalmente con la espongiosis epitelial.

En la Figura 22, se observa que los tratamientos con dosis infinita y etanol (EtOH)
presentan los conteos celulares mas elevados, aunque con diferencias en el tipo de lesion
predominante. En dosis infinita, la lesion mas destacada es la edema intraepitelial,
mientras que en EtOH, el aumento del conteo celular esta asociado principalmente con

espongiosis.

Por el contrario, los tratamientos con PBS (control negativo), A-4.5 mg/mL (Activo) y 2.25
mg/mL (Producto) mostraron los conteos mas bajos en todas las lesiones evaluadas. En
estos casos, las alteraciones epiteliales, incluyendo edema intraepitelial, espongiosis,
descamacion y condensacion de la cromatina, se clasificaron en grados 1y 0, con menos
de 10 células afectadas. Estos resultados refuerzan la influencia del tratamiento sobre la
severidad de las alteraciones celulares, evidenciando que DI y EtOH generan un mayor
impacto en la histologia corneal en comparacion con los demas tratamientos, mientras que

PBS, A-4.5 mg/mL y 2.25 mg/mL presentan un menor potencial de irritacién.

A partir de los conteos celulares en epitelio (Figura 22) se obtuvo el grado para cada lesion
el cual se representa en la Figura 23; se observa una variacion en los valores de lesién
segun el tratamiento aplicado. Especificamente, el tratamiento con dosis infinita (53.152
mg/mL de proparacaina) provocd un dafo severo en el epitelio corneal, evidenciado por
una marcada desorganizacién celular, espongiosis y edema intraepitelial (grado 4),
condensacion de la cromatina (grado 3) y descamacion (grado 2), lesiones que pueden
estar asociadas con una mayor irritacion. De manera similar, el etanol (control positivo)
generd un dafio equiparable al de la dosis infinita, caracterizado por desorganizacién
celular, espongiosis y edema intraepitelial (grado 4), condensacion de la cromatina (grado
3), pero sin descamacion (grado 0). Por otro lado, en el tratamiento con P-4.5 mg/mL de
proparacaina (dosis de abuso), el epitelio conservé su estratificacion, aunque se
observaron signos de condensacion de la cromatina, edema intraepitelial y espongiosis

(grado 3), sin descamacion significativa (grado 0).
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Figura 22. Grafico de barras de conteo de células segun tratamiento y lesion. Lesiones
epiteliales: Ep Ed (Edema intraepitelial), Ep Es (Espongiosis), Ep Ds (Descamacion), Ep
Cn (Condensacion de cromatina). Tratamientos: DI (Dosis infinita, activo), P-4.5 mg/mL
(Producto), A-4.5 mg/mL (Activo), 2.25 mg/mL (Producto), EtOH (Etanol) y PBS (Control
negativo). El conteo celular para cada lesion corresponde al promedio de las tres réplicas;
para cada réplica se promedio la lectura hecha en los 4 campos observados.

En conjunto, estos resultados indican que tanto la dosis infinita de proparacaina como el
etanol provocan un dafo severo y similar en el epitelio corneal, mientras que la dosis de
abuso de proparacaina genera alteraciones menos pronunciadas y con menor compromiso

estructural.

Debido a la preponderancia de las lesiones epiteliales sobre las estromales y endoteliales
en las cérneas expuestas, se realizé un analisis estadistico exclusivamente para éstas. El
analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis mostro la existencia de diferencias significativas
en las variables escala de gradacion y el conteo de células en funcién tanto del tratamiento

como del tipo de lesion.
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Figura 23. Gréafico de barras de la escala de gradaciéon segun tratamiento y lesion.
Lesiones epiteliales: Ep Ed (Edema intraepitelial), Ep Es (Espongiosis), Ep Ds
(Descamacion), Ep Cn (Condensacion de cromatina). Tratamientos: DI (Dosis infinita,
activo), P-4.5 mg/mL (Producto), A-4.5 mg/mL (Activo), 2.25 mg/mL (Producto), EtOH
(Etanol) y PBS (Control negativo). El grado se estimé segun se indica en materiales y
métodos (Tabla 3) a partir del promedio del conteo celular para cada lesién en cada
tratamiento (n=3 con cuatro réplicas 0 campos por cornea).

En cuanto a los tratamientos, se encontraron diferencias significativas en la escala de
gradacion (x2 = 134.83, gl = 17, p < 2.2 x 107') y en el conteo de células (x2 = 57.179, gl =
17, p < 2.2 x 107'%). De manera similar, los tipos de lesidén también presentaron diferencias
significativas en la escala de gradacion (x2 = 138.92, gl = 3, p < 2.35 x 107'2) y en el conteo
de células (x? = 46.163, gl = 3, p < 5.23 x 1071%). Estos resultados evidencian que tanto el
tratamiento aplicado como el tipo de lesidon tienen un impacto significativo sobre las
variables dependientes, lo que subraya la necesidad de considerar ambas variables
independientes en el analisis para obtener una interpretacién mas precisa de los datos. En
este sentido, se puede afirmar con certeza que los tratamientos generan un efecto

significativo en la respuesta biolégica.

Para visualizar mejor las diferencias entre tratamientos, se realizaron box plots, los cuales
reflejan comportamientos diferenciados en términos de escala de gradacién y conteo
celular, evidenciando diferencias entre el control positivo (EtOH) y el control negativo (PBS)
para todas las lesiones excepto la descamacién en la que ambas sustancias se

comportaron de manera similar (conteo celular menor a 6) (Figuras 24). En la escala de
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gradacién, EtOH y dosis infinita (DI) presentan valores consistentemente altos en todas las
lesiones, confirmando su fuerte efecto irritante, tanto el etanol como la proparacaina se
clasifican en categoria 2 (pueden generar reaccién grave en los ojos) (150,222,223). Por
otro lado, PBS muestra valores mas bajos, reafirmando su clasificacion como menos
irritante (222).

Tratamiento
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Figura 24. Box plot del conteo de células segun tipo de lesion y tratamiento. Lesiones
epiteliales: Ep Ed (Edema intraepitelial), Ep Es (Espongiosis), Ep Ds (Descamacion), Ep
Cn (Condensacion de cromatina). Tratamientos: DI (Dosis infinita, activo), P-4.5 mg/mL
(Producto), A-4.5 mg/mL (Activo), 2.25 mg/mL (Producto), EtOH (Etanol) y PBS (Control).
Los datos representan los valores individuales obtenidos en cuatro campos de analisis por
réplica, considerando el triplicado de cada tratamiento, sin promediarlos.

Es importante sefialar que, en este estudio, la proparacaina como activo en todas sus
concentraciones fue disuelta en PBS. La diferencia principal entre A-4.5 y P-4.5 radica en
el vehiculo: mientras que A-4.5 utiliza PBS, P-4.5 contiene los excipientes de la formulacion

comercial, incluyendo CB, lo que podria influir en las respuestas observadas.

Los valores atipicos, representados como puntos individuales fuera de los bigotes en los
graficos, indican la variabilidad en la respuesta tisular entre las diferentes muestras. En
particular, en la Figura 24 y 25, se identifican valores extremos especialmente en los
tratamientos con P-4.5 mg/mL y EtOH, lo que sugiere una mayor heterogeneidad en la

respuesta irritante en estos casos.
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Figura 25. Box plot de la escala de gradacion segun tipo de lesion epitelial y tratamiento.
Lesiones epiteliales: Ep Ed (Edema intraepitelial), Ep Es (Espongiosis), Ep Ds
(Descamacion), Ep Cn (Condensacion de cromatina). Tratamientos: DI (Dosis infinita,
activo), P-4.5 mg/mL (Producto), A-4.5 mg/mL (Activo), 2.25 mg/mL (Producto), EtOH
(Etanol) y PBS (Control). Los datos representan los valores individuales obtenidos en
cuatro campos de analisis por réplica, considerando el triplicado de cada tratamiento, sin
promediarlos.

En general, las Figuras 24 y 25, muestran que los tratamientos con mayor efecto irritante
presentan una mayor dispersion en los datos, reflejando una respuesta tisular menos
uniforme. Los tratamientos A-4.5 mg/mL y P-2.25 mg/mL, aunque generan cierto nivel de
irritacion, exhiben distribuciones mas controladas y valores mas bajos en comparacion con
el control positivo. La presencia de valores atipicos en varios tratamientos y lesiones
sugiere que factores como la respuesta biolégica individual podrian influir en la
heterogeneidad de los resultados, destacando la importancia de un analisis estadistico

detallado para interpretar el impacto real de cada tratamiento.

Para evaluar las diferencias entre tratamientos en el conteo de células y la escala de
gradacion, se aplico la prueba de Dunn con correccion de Bonferroni. Esta prueba se utilizé
porque el analisis de Kruskal-Wallis indico diferencias globales significativas, pero no
especifica entre qué tratamientos ocurren dichas diferencias. Los resultados muestran que
no todos los tratamientos presentan diferencias significativas entre si (Figura 26). Sin

embargo, los tratamientos DI A y P-2.25 mg/mL C, asi como DI A y A-4.5 mg/mL C,
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destacan por tener las mayores diferencias, lo que sugiere un impacto notable de estos

tratamientos en las variables evaluadas.

En contraste, los controles negativos (PBS A, PBS B y PBS C) muestran pocas o ninguna
diferencia significativa con otros tratamientos, lo que confirma su estabilidad y coherencia
como grupo de referencia. Por otro lado, los tratamientos con etanol (EtOH A, EtOH B y
EtOH C), utilizados como control positivo, presentan diferencias mas marcadas con
respecto a algunos tratamientos, lo que demuestra su efectividad en inducir cambios
celulares y de gradacion esperados. Estos resultados validan la adecuada eleccion de los

controles utilizados.

Conteo de células Escala de gradacidn

PBSC 2323 225 173
PBSB 22 1.86
PBS A 339 219 467 401 173
P-45 mgimLC 319 238 445 272 216 362
P-4.5mg/mL B 3.49 265 478 3.0 243 393
P-4.5 mgimL A 181 289 148
P-225 mgimLC - 382 -- 523 386 - 281 - 474 368 3
P-225 mg/mL B - 186 521 339 302 19 - 147 - 312 22 1.64
P-2.26 mg/mL A 375 251 336 277
ETOHC 267 216
ETOHB 1.36 3.89 277
ETOHA 167 43 1.48 374
Dic 202 347 - 3.07 3.69 -
DIB 283 1.98
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Figura 26. Mapa de calor: resultados de la prueba de Dunn para diferencias significativas
entre tratamientos en el conteo de células y la escala de gradacion. Los valores
representan -log10(P Ajustado), donde colores mas oscuros indican diferencias mas
significativas. Cada valor corresponde a las lecturas hechas en cada una de las cérneas y
representa el promedio de lectura en cuatro campos microscopicos.

Por otro lado, el CB, un compuesto de amonio cuaternario comunmente usado como
conservante en colirios, es conocido por sus efectos toxicos en la superficie ocular,
causando inflamacién, dafio nervioso y citotoxicidad. Estudios han reportado que el CB
induce alteraciones morfolégicas, apoptosis, estrés oxidativo, liberaciéon de ATP y una
mayor expresion de los genes CCL2 e IL6, asi como una mayor liberacion de CCL2, IL-6
y MIF en células epiteliales corneales humanas (HCE) (203). Estos efectos podrian

contribuir al perfil irritante observado en los tratamientos P-2.5 mg/mL y P-4.5 mg/mL. Cabe
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sefalar que las lesiones epiteliales de espongiosis, condensacion de cromatina y edema
intraepitelial se incrementan en la concentracién de abuso (P-4.5 mg/mL) 2.0 veces mas

que con la concentracion de la formulacion terapéutica (P-2.5 mg/mL).

Ademas, predicciones in silico de toxicidad ocular para la proparacaina y sus productos de
degradacion indican que, la proparacaina no presenta potencial de causar irritacién ocular
severa (El) ni corrosién ocular (EC) (223). Esto sugiere que el comportamiento de los
tratamientos podria estar influenciado tanto por la presencia de CB como por posibles
productos de degradacién de la proparacaina, modulando la respuesta dependiendo de la

concentracion y el tipo de lesién evaluada.

A partir del grado obtenido para cada lesion por tratamiento, considerando unicamente los
datos promediados de las lesiones epiteliales, se propone calcular el indice de irritacion
relativo. Para ello, se aplica la normalizacién min-max, escalando los valores en un rango
de 0 a 1, donde el control negativo (PBS) representa el minimo nivel de irritacion y el control
positivo (EtOH) el maximo (Ecuacion 5). Finalmente, los valores obtenidos se multiplicaron
por 100 para expresarlos en porcentaje (224). Cabe sefialar que este calculo se realizé
exclusivamente para las lesiones epiteliales, sin incluir alteraciones en el estroma ni el

endotelio

Ecuacién 5. indice de irritacion relativo (224).

tratamiento — PBS

IR =—F0on—rpps *100

Este método permiti6 comparar los efectos irritantes de cada tratamiento en distintas
lesiones histolégicas. Los valores mas altos se observaron en la dosis infinita (DI) y el
etanol (EtOH), ambos con un 100% de irritacion en la mayoria de las lesiones, lo que

confirma su fuerte efecto irritante ocular.

El P-4.5 mg/mL (dosis de abuso) presentd un indice intermedio, alcanzando 67% en la
mayoria de las lesiones epiteliales, lo que sugiere una irritacién significativa pero menor
que la dosis infinita. Finalmente, el P-2.25 mg/mL (producto) y A-4.5 mg/mL (activo) tuvo
un indice de 0 % en todas las lesiones similar al PBS, reflejando un potencial de irritacion

minimo.
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Diversos estudios emplean la histologia al final de sus ensayos para evaluar la integridad
del tejido, aportando evidencia que complementa y valida los resultados obtenidos
mediante otros métodos (74,79,94,109,112,114,115,118,144,204,225-230). Se ha
reportado, por ejemplo, que los cambios histopatolégicos observados coinciden
estrechamente con los resultados del andlisis de citotoxicidad, representando un punto
final secundario util para determinar los efectos de materiales sobre células epiteliales
corneales humanas (HCE), segun parametros como la viabilidad relativa evaluada
mediante el ensayo MTT (225).

No obstante, aunque los hallazgos histologicos permiten identificar el potencial irritante de
una sustancia pueden no ser suficientes por si solos para categorizar formalmente un
agente quimico segun el SGA, ya que no siempre los estudios ex vivo se disefian para
proporcionar datos funcionales relacionados con la reversibilidad o recuperacion del dafo
(23,115,133). Por este motivo, los hallazgos histologicos deben complementarse con
pruebas adicionales, como el método de la membrana corneal reconstituida (RhCE),
analisis bioquimicos o, en casos justificados, modelos in vivo, para cumplir con los criterios
establecidos por el SGA (133).

Aunque la proparacaina esta formulada para uso topico ocular, puede absorberse
sistémicamente a través de la mucosa nasal y faringea cuando existe un drenaje no
controlado desde el saco lagrimal. Si bien se considera segura en dosis terapéuticas, el
uso excesivo o inadecuado puede elevar su concentracién plasmatica y, en casos
extremos, desencadenar efectos adversos sistémicos como estimulacion seguida de
depresion del sistema nervioso central (temblores, convulsiones, somnolencia), asi como
alteraciones cardiovasculares (bradicardia, arritmias e incluso paro cardiaco) (160,161).
De hecho, se ha reportado un caso clinico de convulsion ténico-clénica tras la
administracion de solo dos gotas de proparacaina al 0.5%, lo que evidencia que incluso

dosis minimas pueden provocar reacciones graves en individuos susceptibles (231).

En cuanto a la toxicidad local, la sobredosificacion de proparacaina puede inducir efectos
citotoxicos y proapoptéticos en los queratocitos, provocando dafos irreversibles como
opacidades corneales, queratopatia toéxica, perforacion, inflamacién ocular e incluso
enucleacion (11-13,17,18,121,166). La exposicion repetida al anestésico, en la dosis de

abuso propuesta en este estudio, podria favorecer la progresion de las alteraciones
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celulares observadas, y estos resultados pueden extrapolarse a los hallazgos clinicos

descritos en la literatura.

Yang et al., también identificaron impurezas derivadas del proceso de sintesis de la
proparacaina, incluyendo metabolitos y subproductos como acidos y ésteres, que podrian
alterar la tolerancia del tejido ocular y aumentar el riesgo de irritacion (186). Esto refuerza
la necesidad de implementar controles estrictos durante la fabricacién y almacenamiento
del medicamento para evitar la presencia de compuestos irritantes que puedan

comprometer su seguridad y eficacia.

Ademas, desde 1993 se ha documentado la citotoxicidad de la proparacaina en cultivos
de células epiteliales corneales, asociandose con resultados similares a los obtenidos en
este estudio, donde se observa un dafio significativo en la estructura de la cornea en
condiciones de abuso del medicamento, corroborando su potencial citotoxico en

comparacion con otros anestésicos como la bupivacaina (169,232).

Considerando estos antecedentes sobre los posibles efectos adversos sistémicos y con el
proposito de estimar la biodisponibilidad ocular y sistémica de la dosis de abuso propuesta
de clorhidrato de proparacaina, se administré 1 mL de solucién a una concentracion de 4.5
mg/mL (equivalente a 4500 ug) en el compartimento donador de una celda de difusién con
un area de 0.64 cm? A las 4 horas, se cuantific6 una absorcién de 139.61 pg/cm?
correspondiente a 89.35 ug (1.99%), mientras que la fraccion retenida en la cérnea o que
permanecié en el compartimento donador fue de 4410.65 ug, es decir, el 98.01% de la

dosis.

Considerando que aproximadamente el 10% de lo absorbido por la superficie ocular podria
alcanzar la circulacion sistémica, la cantidad estimada que llegaria a sangre seria 8.94 ug
(3,32,36,37). Suponiendo un volumen de distribucién de 3 L en adultos, la concentracion

plasmatica resultante seria de 0.00298 pg/mL.

Aunque no se cuenta con un umbral toxico especifico para la proparacaina, este valor se
compard con la concentracion minima toxica establecido para la lidocaina (6—7 pg/mL)
(233). La concentracion plasmatica estimada es notablemente inferior a dicho rango, lo

que sugiere que, incluso con una dosis de abuso propuesta de 4.5 mg/mL, la
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biodisponibilidad sistémica seria limitada y el riesgo de toxicidad sistémica permaneceria

bajo, siempre que se mantengan condiciones similares a las del modelo experimental.

Por otro lado, el ensayo clinico NCT00620997 incluyé el uso de proparacaina al 0.5% en
un contexto terapéutico, este estudio no reporta resultados y, por tanto, no permite
confirmar su perfil de seguridad. Ademas, no existen ensayos clinicos controlados que
respalden el uso de concentraciones mayores. Dado que las dosis de abuso se han
relacionado con multiples hallazgos clinicos de toxicidad ocular y sistémica, su uso como

manejo del dolor sin supervision médica resulta inapropiado.

Finalmente se llevd a cabo un analisis de correlacion de Spearman para evaluar la relacion
entre la cantidad acumulada permeada (Q) y la escala de gradacion y conteo de células
de irritacién a los 240 minutos en los tratamientos DI (Dosis infinita, activo), P-4.5 mg/mL
(Producto), A-4.5 mg/mL (Activo) y 2.25 mg/mL (Producto). El coeficiente de correlacion
de Spearman (p) obtenido fue 0.5449, lo que indica una correlacion positiva entre ambas
variables. El valor p de 3.027x 10" confirma que esta relacion es altamente significativa.
Estos hallazgos sugieren que, a mayor cantidad permeada, se observa un mayor grado de
irritacion. Es muy probable que la lesidén celular inducida contribuya al aumento de la
permeabilidad corneal. De hecho, varios ensayos alternativos al uso de animales,
disefiados para evaluar la irritacion ocular, incorporan la medicion de la permeabilidad del
tejido corneal (TG 437, OCDE)) o de lineas celulares (TG 460, OCDE)) como un criterio
clave para determinar el grado de irritacion, el cual tiende a ser mayor a medida que

aumenta la permeabilidad del modelo (102,234).

Por ultimo, la literatura evidencia una notable flexibilidad en las condiciones experimentales
empleadas en estudios de permeacion ocular en celdas de Franz, las cuales no estan
unificadas ni reguladas o estandarizadas por directrices (53,71,73-97). Los resultados
obtenidos en este estudio tienen el potencial de respaldar aplicaciones regulatorias y
fomentar la estandarizacion global de las pruebas de permeacion e irritaciéon ocular en
celdas de Franz. Estos avances son fundamentales para ampliar la base de datos global
sobre permeacion ocular, mejorando la capacidad predictiva en términos de
biodisponibilidad y seguridad de los farmacos oftalmicos. De esta manera, el presente
estudio contribuye significativamente al fortalecimiento del marco cientifico y regulatorio en

la evaluacion de medicamentos oftalmicos seguros y eficaces.
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Capitulo 4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Los resultados de este estudio permitieron establecer condiciones metodologicas
estandarizadas para evaluar la permeacion e irritacion corneal del clorhidrato de
proparacaina en celdas de Franz. Parametros como la velocidad de agitacién (240 rpm),
la temperatura (32 °C), el medio receptor (PBS), el volumen de muestreo (500 uL) y la
duraciéon del experimento (4 horas) fueron definidos para garantizar reproducibilidad y
representatividad fisioldgica. Se implementaron estrategias para mantener la integridad de
las corneas durante el proceso experimental, asegurando resultados confiables sin afectar

la estructura corneal en el tiempo definido.

Los ensayos de permeacion evidenciaron que la proparacaina presenta baja
permeabilidad corneal, con un coeficiente de permeabilidad aparente de 9.33 x107 cm/s,
dentro del rango reportado para moléculas de similares caracteristicas, atribuida a su
estructura anfifilica, que favorece su retencion en el epitelio y limita su difusion al estroma.
Se determin6 que la concentracion inicial y el tiempo influyen significativamente en la
cantidad acumulada permeada, resaltando la importancia de la retencién corneal en la
permeacién. El gradiente de concentracion fue un factor determinante en la difusion del
farmaco, sin que la formulacién comercial mostrara diferencias significativas respecto al

activo puro.

Los resultados obtenidos en el analisis histolégico permitieron determinar el potencial de
irritacion tanto del clorhidrato de proparacaina puro como de su formulacién. Se
identificaron diferencias significativas en la respuesta tisular segun la concentracién
evaluada. Las cérneas expuestas a concentraciones elevadas de proparacaina mostraron
niveles de dafio similares a los del etanol (control positivo) que se considera un irritante
severo. La formulacion comercial presentd un mayor potencial irritante en comparacion con
el activo puro, lo que sugiere que ciertos excipientes pueden influir en la respuesta corneal.
Ademas, se confirmd la importancia del uso de la histologia como herramienta para evaluar
el potencial de irritacion, permitiendo una observacion detallada de los cambios tisulares y

facilitando la comprensién de los efectos a nivel celular y morfoldgico.
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La proparacaina, aunque segura en dosis terapéuticas, puede causar alteraciones
corneales y efectos sistémicos si se usa en exceso. En este estudio, la dosis de abuso (4.5
mg/mL) mostré potencial citotoxico significativo, compatible con reportes clinicos de
queratopatia toxica. A nivel sistémico, aunque no se realizé una evaluacion directa, se
estimo6 una absorcion minima y una concentracion plasmatica muy por debajo del umbral
téxico establecido para anestésicos similares. Estos calculos sugieren un riesgo sistémico
bajo en condiciones controladas. No obstante, el uso inadecuado, la susceptibilidad
individual o la presencia de impurezas podrian aumentar significativamente su toxicidad,
lo que refuerza la necesidad de un uso responsable y de estrictos controles en su

prescripcion y manejo.

El andlisis de correlacion de Spearman (p = 0.5449, p = 3.027x 107'°) evidencio una relacién
positiva y significativa entre la cantidad acumulada permeada y el grado de irritacion,
sugiriendo que mayores niveles de permeacién estan asociados con un mayor potencial

de irritacion.

Este estudio respalda el uso de cérneas porcinas en celdas de Franz como un modelo ex
vivo eficiente, reproducible y éticamente viable para evaluar la permeacion y el potencial
de irritacién de sustancias de uso oftalmico, reduciendo la necesidad de ensayos in vivo,
promoviendo el cumplimiento de los principios éticos de las 3R. Asimismo, resalta la
importancia de estandarizar los protocolos experimentales segun el tipo de tejido, ya que
la cérnea, al ser una barrera biolégica mas especializada que la piel, presenta propiedades
unicas que influyen en la absorcion y en la respuesta a los compuestos aplicados. Estas
consideraciones son fundamentales para garantizar resultados consistentes y

extrapolables a condiciones clinicas reales.

4.2 Recomendaciones

La informacion derivada de estudios como este se puede implementar en modelos
matematicos y simulaciones para predecir la difusion y distribucion del farmaco y
correlacionar los datos experimentales con parametros fisioldgicos relevantes. Para
confirmar la ausencia de edema estromal y evaluar posibles alteraciones en la hidratacion

del tejido, se recomienda para futuros estudios el uso de microscopia confocal para
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analizar cambios en la refringencia del estroma, asi como tinciones especificas, como el

Tricromico de Masson, para evaluar la distribucién del colageno.

También seria relevante medir el grosor corneal, dado que el edema suele asociarse con
un aumento significativo en el espesor del tejido. Adicionalmente, se sugiere llevar a cabo
estudios de retencion en las distintas capas de la cérnea, correlacionando la acumulacién

del farmaco con su duracion terapéutica y toxicidad.

Las lesiones celulares en explantes de cérnea pueden constituir una herramienta util y
viable para valorar la irritacion ocular; este modelo podria tener menores costos que otras
alternativas de reemplazo empleadas actualmente. Es necesario valorar y cuantificar los
hallazgos histolégicos en el epitelio corneal en un mayor numero de muestras sometidas
a diferentes tipos de sustancias con riesgo de exposicion ocular; de esta manera podria
ofrecerse una alternativa de menor costo a la industria nacional que esté interesada en

conocer los riesgos de irritacion que puedan representar sus productos.

Se recomienda avanzar en estudios de extrapolacién in vitro-in vivo, que permitan
correlacionar los valores de permeacion ex vivo obtenidos en este estudio con las
concentraciones alcanzadas en tejidos oculares humanos. No obstante, persiste una
notable deficiencia en la disponibilidad de datos experimentales de acceso libre sobre la
permeabilidad, de muchos farmacos oftalmicos. Esta limitacion dificulta la validacion de
simulaciones in silico. Por tanto, se hace necesario impulsar mas estudios experimentales
con distintos farmacos, que proporcionen informacion confiable y complementen los
modelos predictivos. Esta integracion permitiria realizar proyecciones mas precisas de la
biodisponibilidad ocular, facilitando la prediccion de la eficacia clinica y la optimizacion de

formulaciones.
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Anexo A: Validacién parcial de la metodologia
analitica para la cuantificacion del clorhidrato
de proparacaina

Métodos:

Para cuantificar el clorhidrato de proparacaina en el ensayo de solubilidad y en el estudio
de permeacion, se empled la técnica de espectrofotometria UV-Vis, seleccionada con base
en estudios previos y en las directrices de la USP para la cuantificacion de anestésicos
locales (45,235-237). Entre los diversos métodos de determinacién de farmacos, la
espectrofotometria se destaca por su simplicidad, rapidez, reproducibilidad, sensibilidad,
precision y bajo costo (237,238). Sin embargo, debido a la naturaleza de los ensayos de
permeacion, que implican el uso de una matriz biolégica como la cérnea de cerdo, la
validacién parcial de la metodologia se realizé conforme a las pautas de la ICH (239,240),
evaluando parametros como selectividad, linealidad, curva de calibracién, y rango

(incluyendo el limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)).

Evaluacion espectrofotométrica y control de interferencias en la
cuantificacién de proparacaina

La presencia de cualquier compuesto fisico o quimico que absorba en la misma regién que
el analito de interés puede causar errores en la medida de absorbancia. Por esta razon, se
realizé un barrido exploratorio a todas las concentraciones y en todos los puntos de
muestreo, con el fin de evaluar la presencia de puntos isosbésticos, alteraciones en la
absorbancia debidas a variaciones espectrales o absorciones amplias de la matriz,

posiblemente causadas por interferencias de la membrana biolégica (241).

Ademas, debido a que las concentraciones en dosis finita del anestésico pueden variar
segun el tipo de procedimiento quirdrgico, se realizaron analisis preliminares para
determinar la cantidad adecuada del medicamento que incluye la proparacaina, variando
de esta manera la concentracion del farmaco requerida para el ensayo. Se evaluaron
distintas concentraciones, seleccionando aquella que mostré el mejor perfil de

absorbancia, incluyendo la lectura en el tiempo inicial de 30 minutos, con el propdsito de
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verificar tanto la absorcion como las posibles interferencias de los excipientes en el pico

de interés.

La solucioén oftalmica de proparacaina al 0.5% esta formulada con cloruro de benzalconio
(CB) al 0.01% como conservante, junto con excipientes como glicerina y acido clorhidrico
y/o hidréxido de sodio (NaOH) para el ajuste del pH, en una base de agua estéril derivada
de agua purificada (188). Para el analisis espectrofotométrico, CB muestra absorcion en la
region UV a 257 nm, 262 nm y 268 nm (242), mientras que NaOH presenta un aumento
lineal de absorbancia a 191 nm (243). La proparacaina exhibe picos caracteristicos a 225
nm, 270 nm y 300 nm en diferentes disolventes (149). Experimentalmente, se determiné
que en PBS, la maxima absorcion de la proparacaina es 231 nm sin interferencias de los
excipientes, lo cual asegura la precision en la cuantificacion del analito bajo estas
condiciones de ensayo. No fue necesario el uso de técnicas de correccion para eliminar o
reducir los errores de interferencia como isoabsorbancia, espectroscopia derivada,

correccion de tres puntos, modelar el fondo, entre otras (241,244).

Determinacidén de la longitud de onda de maxima

Se realizaron analisis preliminares para determinar la longitud de onda 6ptima mediante
un barrido de espectro, ya que tomar una medida en una unica longitud de onda puede
limitar la precision y exactitud de los resultados obtenidos. Para mejorar la calidad de los
datos y detectar posibles errores, es recomendable realizar mediciones en multiples

longitudes de onda o, idealmente, obtener espectros completos (241).

Durante la cuantificacion de muestras, la intensidad de la absorbancia puede verse
afectada por factores como el disolvente, la concentracion, el pH y la temperatura, lo cual
resalta la importancia de controlar estas variables (244). Para minimizar cambios en la
absorbancia aparente y garantizar la exactitud de los resultados cuantitativos, es necesario

permitir que las muestras alcancen la temperatura ambiente antes de las mediciones (241).

Se realizd un barrido espectral de 200 a 600 nm para identificar la region de maxima
absorcion de la proparacaina, seleccionando 231 nm como la longitud de onda éptima.
PBS fue utilizado como blanco para garantizar que la absorbancia registrada en esta
longitud de onda fuera adecuada y estable para el clorhidrato de proparacaina (244). Se
utilizaron celdas de cuarzo, adecuadas para mediciones en la regidén no visible. Para evitar

interferencias, las celdas se manipularon con cuidado, limpiandose con agua destilada y
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alcohol, y dejandolas secar cinco minutos antes de eliminar impurezas externas con un

pafo especializado (241).

Selectividad

La selectividad de un método analitico es la capacidad para identificar y medir el analito
de interés en presencia de componentes de la matriz biolégica que pudieran interferir en
la medicion. Para evaluar esta propiedad, el método debe ser capaz de diferenciar la sefial
del analito de otras sefiales potenciales, asegurando resultados precisos y libres de
interferencias (239,240).

En este contexto, se evalud la selectividad mediante el analisis de muestras en blanco de
la matriz biolégica, empleando PBS de tres especimenes porcinos como referencia en
distintos tiempos de muestreo. Se realizaron barridos en el espectro UV-Vis para comparar
estos perfiles con los obtenidos para las diferentes concentraciones de clorhidrato de
proparacaina (Figura 27). La selectividad fue aceptada al demostrar visualmente que no
existian interferencias en los perfiles de absorbancia del analito, asegurando asi la

confiabilidad de las mediciones en las condiciones establecidas.

Curva de calibracion

La calibracion analitica se realiza preparando estandares con concentraciones conocidas
del analito y midiendo la respuesta del instrumento para cada uno. Esta relacién establece
una curva de calibracidon que muestra como varia la respuesta con la concentracion. Segun
la ICH, es recomendable incluir al menos seis niveles de concentracion, desde el LLOQ
(limite inferior de cuantificacién) hasta el ULOQ (limite superior de cuantificacion), junto
con una muestra en blanco y replicaciones (dos 0 mas) para reducir errores y aumentar la
precision. Los niveles deben cubrir un rango de trabajo uniformemente distribuidos o
equidistantes en el que se espera el contenido habitual de muestras reales. La curva debe

ser construida utilizando un modelo de regresién adecuado (239,245).

Para construir la curva de calibracién, se prepararon muestras utilizando estandares recién
enriquecidos en el medio receptor. Los niveles se seleccionaron experimentalmente,
teniendo en cuenta reportes de estudios previos (208,209,223,246). El procedimiento de
preparacion de las muestras se realizé conforme a las indicaciones de la USP, utilizando

balanza y materiales adecuados para asegurar la precision y exactitud en las mediciones
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(45). Las soluciones de calibracién se realizaron a partir de una solucion madre de
clorhidrato de proparacaina en PBS, pesando 20 mg en un matraz de 100 mL (0,2 mg/mL).
Posteriormente, se preparé una segunda diluciéon de 0,04 mg/mL, a partir de la cual se
tomaron alicuotas, con tres repeticiones por nivel, diluidas en PBS en matraces de 2 mL
(Tabla 5).

Tabla 5 Niveles de la curva de calibracion preparados a partir de una solucion madre de
concentracion de 0.04 mg/mL.

Nivel 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracion 0,6 2 4 5,6 7 9,2 10,8 12,8
(ng/mL)

Alicuota (pL) 30 100 200 280 350 460 540 640

Rango, limite de deteccion y cuantificacion

El rango de un método analitico es el intervalo entre la concentracion minima y maxima
del analito (incluyendo LOD y LOQ) en el que el método demuestra precision, exactitud y
linealidad. ElI LOD representa la cantidad minima de analito que puede ser detectada,
aunque no cuantificada con exactitud, mientras que el LOQ es la concentracion minima
que permite una cuantificacion precisa y exacta. Estos valores se determinaron mediante

las ecuaciones 6 y 7 (240).
Ecuacion 6. Limite de deteccién (LOD) (240).

33x0

LOD =
S

Ecuacion 7. Limite de cuantificacion (LOQ) (240).

10x o

LOQ =
¢ S

Donde o es la desviacién estandar del intercepto y S es la pendiente de la curva de

calibracion.

Linealidad

La linealidad en un método analitico se refiere a su capacidad de producir resultados

proporcionales a la concentracidén del analito en un rango definido (240). Para verificar la
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linealidad, se elaboré una curva de calibracién, como se explicé anteriormente, en el rango
de 0.6 a 12.8 pg/mL (incluyendo el LOQ). Se realizé un analisis estadistico mediante la
prueba t de Student y andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95%.
Aunque el coeficiente de correlacion es util, no es suficiente para evaluar la linealidad de
las curvas de calibracién, ya que un valor alto de este coeficiente indica solo una relacion
fuerte entre las variables, pero no garantiza que sea lineal (247). Por esta razon, fue
fundamental complementar el analisis con graficos de los residuos y de probabilidad
normal. La evaluacion de estos graficos permite identificar patrones o tendencias que
puedan indicar desviaciones de la linealidad, también ayudan a identificar valores atipicos
(248).

Resultados:

Selectividad

El espectro UV-Vis del clorhidrato de proparacaina, presentado en la Figura 27, evidencia
la selectividad del método al demostrar la ausencia de interferencias significativas en los
perfiles de absorbancia del analito bajo las condiciones establecidas. El uso de PBS como
blanco (E), fue crucial para establecer la linea base y confirmar que no existian

interferencias provenientes de la membrana.
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Figura 27 Espectro UV-Vis del clorhidrato de proparacaina a 1 hora de permeacién. A)
Dosis infinita (activo); B) 4.5 mg/mL (producto); C) 4.5 mg/mL (activo); D) 2.25 mg/mL
(producto) y E) PBS.

Los picos caracteristicos a longitudes de onda UV de aproximadamente 225, 270 y 300
nm son coherentes con las propiedades de absorcion del clorhidrato de proparacaina, las
cuales pueden variar en funcién del pH del medio (149). En este estudio, se determiné 231
nm como la longitud de onda maxima para la cuantificacion del analito, lo que garantizdé
una deteccién confiable en todas las muestras evaluadas. Ademas, se observaron
diferencias en los valores de absorbancia segun la concentracion y la matriz empleada
(activo o producto), lo que resalta la influencia del pH y la composicion del medio en las

propiedades de absorcién del analito.

Linealidad

Se evalud la respuesta instrumental de ocho puntos equidistantes en el rango de
concentracion de 0,6 a 12,8 ug/mL, definido considerando los ensayos experimentales
realizados y con base en reportes previos sobre permeacion corneal (208,209,223,246).
En la Figura 28 se presentan los resultados de absorbancia correspondientes a cada
concentracién, calculados a partir de tres réplicas independientes por punto. Los datos
obtenidos se procesaron mediante el método de minimos cuadrados (Tabla 6), generando
la regresion lineal que se observa en la Figura 28. Esta curva muestra un coeficiente de
correlacion (R?) de 0,9970, lo cual es aceptado como evidencia de una relacion sélida y

confiable entre la concentracion del analito y la respuesta instrumental.

1.00
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Figura 28 Curva de calibracion clorhidrato de proparacaina en PBS.
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Tabla 6. Datos para elaborar la curva de calibracién del método

Concentracion Absorbancia (UA)
Hg/mL Replica Replica Replica
1 2 3
12,8 0,986 0,985 0,973
10,8 0,869 0,874 0,871
9,2 0,717 0,718 0,728
7 0,563 0,566 0,532
5,6 0,498 0,463 0,461
4 0,325 0,348 0,323
2 0,200 0,177 0,175
0,6 0,081 0,087 0,088

En relacion con los limites de cuantificacion (LOQ) y deteccién (LOD) (Tabla 7), estos
parametros garantizan una deteccion precisa y confiable dentro del rango; este rango
permite la cuantificacion exacta incluso de las concentraciones mas bajas del clorhidrato
de proparacaina, lo que asegura la reproducibilidad del método empleado para evaluar la

permeabilidad corneal.

Tabla 7. Datos para el calculo del limite de deteccién y cuantificacion

Parametro Resultado
o (desviacion 0,0066
estandar del
intercepto)
S (pendiente de la 0,0748
curva de
calibracién)
LOD (ug/mL) 0,292
LOQ (pg/mL) 0,886

LOD: Limite de deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion.

Se realizé6 una regresion lineal para evaluar la relacion entre la concentracion y la
absorbancia, y un analisis del ANOVA para determinar la linealidad del método. El analisis
presentado en la Tabla 8 demuestra que existe una fuerte correlacion entre las variables,
como lo indica el valor de t calculado (86,11), que supera ampliamente el t critico (1,71), lo

cual permite rechazar la hipétesis nula (Ho) de que no existe relacion entre las variables.

Tabla 8. Prueba de significancia t Student para evaluar la linealidad.

Parametro Resultado t t critico Interpretacion
calculado
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Pendiente 86,11 1,71 Se rechaza Ho, la
variable x se

correlaciona con la

variable y.

Intercepto 5,88 Se rechaza Ho, el
intercepto es

significativamente

diferente de cero.

P value 2,55247 x10%° Se rechaza Ho, la
variable x se
F 7416,08 correlaciona con la
variable y.
F critico 248,57

El analisis de los residuos, representado en la Figura 29, muestra una distribucién
homocedastica, lo que indica que la varianza de los errores es constante a lo largo del
rango de concentracion evaluado. Asimismo, la Figura 30, que evalua la probabilidad
normal, revela que los residuos siguen una distribucién normal, lo cual valida uno de los

supuestos fundamentales del modelo lineal.

Por ultimo, el estadistico F (7416,08), significativamente superior al valor de F critico
(248,57), refuerza la conclusion de que el modelo es adecuado para describir la relacion
entre las variables. En conjunto, estos resultados confirman que el método analitico es
lineal y apropiado para cuantificar el clorhidrato de proparacaina en los estudios de

permeacion corneal.
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Anexo B: Analisis estadistico

Ensayo de permeacion

Para complementar los hallazgos principales del estudio, en esta seccién se presentan los
analisis estadisticos realizados mediante ANOVA de medidas repetidas y ANOVA de tres
vias. Estos analisis permitieron evaluar el impacto del tiempo y la dosis en la cantidad
acumulada permeada, asi como la interaccion entre ambos factores. A continuacion, se
describen los resultados obtenidos y las comparaciones post-hoc realizadas para

identificar diferencias significativas entre las condiciones evaluadas.

Con base en los resultados del ANOVA de medidas repetidas presentados en la Tabla 9,
se identificaron cambios significativos en la variable dependiente cantidad acumulada
permeada a lo largo del tiempo para todas las dosis evaluadas. Este analisis inicial permitié
identificar como el tiempo afecta significativamente la permeacion de manera individual
para cada dosis, destacando variaciones en funcion del tiempo y sugiriendo diferencias en

el comportamiento entre las concentraciones evaluadas.

Tabla 9. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para la evaluacion de la variable
cantidad acumulada permeada en diferentes dosis.

Dosis (mg/mL) Efecto F p Significancia (p<0.05)

2.25 (dosis finita- Tiempo 78.24 6.42 *
producto) x10°

4.5 (dosis abuso- 671.23 1.91 *
producto) x1074

4.5 (activo) 86.53 3.57 *
x10°

53.152 (dosis 201.35 2.49 *
infinita -activo) x10-

Posteriormente, se llevé a cabo un ANOVA de tres vias para analizar de manera mas
integral el impacto combinado de las variables tiempo y dosis. En este andlisis, se
excluyeron los datos correspondientes a la dosis infinita, dado que sus condiciones
experimentales diferian significativamente de las demas dosis (Tabla 10). Este analisis

confirmd que tanto las dosis como el tiempo tienen un efecto significativo sobre la cantidad
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acumulada permeada (p<0.05), y destacé una interaccion dosis-tiempo significativa. Esto
ultimo sugiere que los efectos del tiempo sobre la cantidad acumulada permeada
dependen de la dosis utilizada, lo que resalta la complejidad de las interacciones entre

ambos factores.

Tabla 10. Resultados del ANOVA de tres vias para la evaluacion de la cantidad acumulada
permeada en funcion del tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 4 horas) y las distintas condiciones
de dosificacion (dosis finita, condiciones de abuso y activo a 4.5 mg/mL).

Efecto F p Significancia
(p<0.05)
Intercepto 4531.10 7.23 x10° *
dosis 196.19 3.41 x10® *
Tiempo  373.70 6.95x10% *
Dosis: 4.82 1.14 x10* *
tiempo

Datos no incluyen dosis infinita.

Se llevaron a cabo comparaciones post-hoc mediante el método de Tukey para identificar
diferencias especificas entre las dosis (excluyendo la dosis infinita) y los tiempos
evaluados, con el objetivo de complementar y detallar los resultados obtenidos en el
ANOVA. En el caso de las dosis, se identificaron diferencias significativas entre activo
4.5mg/mL y producto 2.5mg/mL (p<0.0001), asi como entre producto 2.5mg/mL y
producto 4.5 mg/mL (p=0.0002). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas

entre activo 4.5 mg/mL y producto 4.5 mg/mL (p=0.7785).

En cuanto a los tiempos, se encontraron diferencias significativas al comparar intervalos
iniciales (30 minutos) con intervalos mas prolongados, destacandose particularmente el
cambio entre tiempo 30 y 150 minutos (p=0.0001), con una diferencia estimada de -56.0
unidades en la cantidad acumulada permeada. Ademas, las diferencias se intensifican en
intervalos superiores a los 150 minutos, como lo demuestran las comparaciones entre
tiempo 30 y 180 (p<0.0001) y tiempo 30 y 240 min (p<0.0001), con incrementos mayores
a 71.6 unidades en la cantidad acumulada permeada. Estas diferencias reflejan un
incremento sustancial en la cantidad permeada a medida que avanza el tiempo,

especialmente en intervalos superiores a los 150 minutos.
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Ensayo de irritacion

El analisis histologico de las coérneas tratadas incluyd un modelo lineal mixto con
tratamiento y lesién como efectos fijos, y réplica y repeticion como efectos aleatorios. El
ANOVA evidencié que los residuos no cumplen con la normalidad y presentan
heterocedasticidad, especialmente en el conteo de células. La prueba de Levene confirmé
homogeneidad de varianzas para la escala de gradacion, pero no para el conteo celular.
Pruebas adicionales de normalidad, como Shapiro-Wilk, mostraron valores de p inferiores
a 0.05 en la mayoria de los grupos, rechazando la normalidad en ambas variables y

justificando el uso de pruebas no paramétricas.
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