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I. INTRODUCCION.




IA. HIPOTESIS DE TRABAJO, OBJETIVOS E INTERES DE LA
INVESTIGACION REALIZADA.

La presente Memoria tiene por objeto aportar evidencia ex-
perimental a favor de la hipdétesis de 1a utilidad del andlisis
térmico en Farmacologia Oftalmoldégica, toda vez que la aplica-
cién de 1la techologia calorimétrica de barrido diferencial
(DSC) a otras 4areas de la Farmacoclogia (Remington, 1985; Ford,
1995) ha resultado valiosa.

E1 objetivo principal del proyecto se concreta en la ca-
racterizacién de los efectos térmicos comunes a preparaciones
farmacolégicas especificas y a componentes del ojo humanc, con
objeto de gue puedan servir como criterio de biocompatibili-
dad. Es decir, se trata de establecer, para cada grupo de pre-
paraciones farmacolégicas ¢ de biomateriales con una aplica-
cién comin en Oftalmologia, la existencia de un marcador de
adecuacidén, idoneidad o correspondencia con el comportamiento
natural del ojo, a cuyo tratamiento o ayuda va dirigido.

Un objetivo secundario vinculado al anterior es el conoci-
miento, al menos parcial, de 1os mecanismos involucrados en las
variaciones de los efectos térmicos seleccionades como marcado—
res. Para la consecucién de este objetivo se analizan tanto los
factores guimico-fisicos que determinan las diferencias de com-
posicidn y grado de conservacidén de las preparaciones farmaco-
16gicas (presencia de unos u otros principios activos, incorpo-
racién de aditivos, ciclos de congelacidén-descongelacién en el
curso del almacenamiento y transporte, etc.), como los factores
naturaies (envejecimiento) que afectan tanto a los componentes

del ojo humano como a los f4rmacos.

E1l interés de las investigaciones realizadas radica, por
una parte, en la disponibilidad de un nuevo criterio farmacolé-
gico para discriminar entre preparaciones de un mismo grupo o
especialidad de diferente origen, y por otra, en el hallazgo de
un nuevo marcador de envejecimientc de biomateriales.



Adiciconalmente, las investigaciones 1levadas a cabo han
servido para integrar experiencias interdisciplinarias
(procedentes de la practica hospitalaria, del contacto con ca-
sas comerciales de la industria farmacelutica, y del trabajo en
laboratorios de anadlisis de materiales y farmacologia) cara al
desarrolio futuro, en un Instituto de I+D de nuestro medio geo-
grafico, de nuevos productos en Oftalmologia con alto valor

afiadido.

IB. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS MATERTALES Y LA
METODOLOGIA UTTLTIZADOS.

IB1. HETEROGENEIDAD ESTRUCTURAL DEL COLAGENO EN LOS COMPO-
NENTES DEL OJO. VISCOELASTICOS Y HUMORES OCULARES.

E1 coldgeno es la proteina corporal mas abundante. Las fi-
bras de colageno estan asociadas con los glicosaminoglicanos, o
mucopolisacaridos Aacidos (Tabla I), que son los polimeros gue
constituyen la matriz en 1a que aguéllas se encuentran embuti-
das. La proporcién relativa de colageno a matriz y la naturale-
za exacta de esta composicidén confieren cualidades caracteris-
ticas a los tejidos. E1 colageno interacciona con los glicosa-
minoglicanos durante la formacién de la fibra (influenciando
sobre el eventual numero de fibras y espesor) y, probablemente,
con la fibra madura (estabilizdndola). Obrinck mostré, ya en
1973, que mientras el condroitin sulfato, el dermatédn sulfato y
los proteinoglicanos aceleran la formacién de la fibra, el gue-
ratan sulfato puede tener un efecto desacelerante.

E1 colédgeno aparece sintetizado como moléculas sencillas
formadas por tres cadenas polipeptidicas, cada una de las cua-
les contiene algoc mas de 1000 aminodcidos. Estos polipéptidos
(6 cadenas o) se disponen uno sobre otro en una configuracién
helicoidal para formar ta molécula triple helicoidal de 3000 A
de longitud y 15 & de diametro que se muestra en la Fig. 1. La
estructura se encuentra estabilizada por enlaces de hidrégeno



Tabla I. Mucopolisacadridos encontrados en el tejido conectivo de los

componentes naturales del ojo.

Acido hialurénico/hialuronato
Condroitina
Condroitin-4-suifato
Condroitin-6-sulfato

Dermatéan sulfato

Hepardan sulfato

Heparina

Queratan sulfato I

Queratéan sulfato TI
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Fig. 1.- Estructura del coldgeno. Organizacién del colégeno en fibrillas.
(A) representa el procoldgeno con un ‘‘péptido de registre’’ amino-terminal que puede facilitar
1a formacién de la triple hélice dentro de 1a célula, una vez gque cada cadena O ha sido sinte-
tizada. (B) representa &1 mondmerc de colagenc después de gue el ““péptido de registro’’ ha
sido eliminado por colidgenc peptidasa. (C) E1 diagrama en escaleones permite cobsarvar la apa-
ricisén de bandas de pericdicidad de 640 A que se hace visible cuando las fibrillas son tenidas

y vistas al microscopio alectrénico.



intramoleculares. Durante los afios 1969 a 1974 se identificaron
variocs tipos genéticamente diferentes de colageno: en el ojo,
Trelstad y Kang {(1874) han encontrado coldgeno tipo I en la
cérnea y en la peorcidén fibrosa de la esclera; tipo II también

en esclera, ¥y tipo IV en el cristalino v en el vitreo.

Aunque el colageno es el principal componente estructural
de tos tejidos oculares, en ellos se encuentra intimamente com-
binado con polisacédridos que actlan como matriz (Fig. 2). Las
propiedades de estos polisacdridos scon de importancia basica en
la comprensidén tanto de la economia del metabolismo ocular como

de la cohesidén de los tejidos.

E1 mas simple es el dcido hialurdnico (HA), aislado en
1934 por Karl Meyer. E1 hialuronato sédico se sncuentra en for-
ma practicamente pura en la matriz extraseiuiar de tejidos co-
nectivos de animales y humanos. Estd presente principalmente en
el humor vftreo vy humor acuoso del ojo, pero también en el 1i-
guido sinovial, en la piel y en la gelatina de Wharton, princi-
pal componente del cordén umbilical. Su papel es, en general,
mas lubricante gque estructural. E1 HA es un heteropolimero for-
mado alternativamente por N-acetilglucosamina vy A4cido D-
glucurénico. Estructuralmente, 1a molécula es un polimero a ba-
se de disacdridos enlazados B~(1-4) con la unidad intersacar{-
dica enlazada p-(1-3) (Fig. 3). Tiene un peso molecular relati-
vamente alto (probablemente superior de 12 x 108) y parece com-
portarse en solucién como un filamento enrollado aleatoriamen-
te. Se cree que 1 gramo de polimero ocupa en solucidén un volu-
men de 12 l1itros. Por otra parte, el HA posee una viscosidad
anémala; ésta se altera seglin la velocidad de corte al que sea
sometido (Fig. 4). E1 HA ofrece una viscosidad sumamente alta a
muy baja velocidad de corte, puesto que las cadenas poliméricas
permanecen enmarafiadas de modo irreductible. A altas velocida-
des de corte, la viscosidad colapsa y el polimero se alinea con
las lineas de flujo. Es conocido gue, aparte de la estructura
‘quitinosa’’ determinada por l1os residuos N-acetilglicosamina
entazados B-(1-4), la 1insercidn de los residuos enlazados



Fig. 2.- Los tejidos oculares como materiales compuestos de colageno y po-
lisacaridos (Esquema de la trama vitrea, segin Roughley, 1975).

Ac. glucurdnico N-acetilglucosamina

COQH CH;OH

NHCOCH,

0

Fig. 3.- Estructura del 4cido hialurénico.
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B-(1-3) conduce a que la molécula de HA posea un marcado com-
portamiento polielectrolitico, en virtud de los grupos ihcorpo-
rados cargados al polimero, Esto significa que puede formar en-
laces con cationes, comportandose en el medio extraceluiar como
una resina de cambio ibnico., Este caracter polielectrolitico,
unido a su alta capacidad de ocupacién en soluciédn Y a su enor-
me tongitud molecular, contribuyen a la funcién de este Jubri-

cante tan especial.

Condroitin sulfatos. Una clase de polimeros que combina
todas las modificaciones posibles sobre una estructura de glu-
cano P-enlazado son los sulfatos de condroitina cuyas cadenas
polisacaridicas tienen residuos N-acetilglucosamina sulfatados
alternando con mitades de Acido urdnico y que estan covalente-
mente enlazados a un nlUcleo proteinico como las patas de un
centipedo a su cuerpo (Fig. 5). La funcién de 1los cohdroitin
sulfatos combinados a coldgeno (presentes en ia piel, cartilago
Y vasos sanguineos, aparte de en los tejidos oculares) es un

misterio (Phelips, 1972).

Dermatdn sulfato y Queratdn sufato. Son geles polisacar{i-
dicos de férmula general [ —-A—>B-»>A—>B- M, comoc el HA o los con-
droitin sulfatos, pero ahora A es 4cido o-L-iudorénico y B es B
-D-N-acetilgalactosamina~4-sulfato, en el dermatan sylfato; vy
A es P-D-N-acetilglucosamina-6-sulfato y B es B-D~-galactosa, en
el queratédn sulfato.

Desde el punto de vista de los tipos de enlace presentes
en estos polisacdridos, tanto el HA, como 1a condroitina o los
condroitin sulfatos, presentan enlaces B-(1-3)y B-(1-4), mien-
tras el dermatan sulfato tiene enlaces a~(1-3) y B-(1-4). Pues-
to que el anticoagulante sanguineo heparina (dcido 2-
glucurédnico 2-sulfato;D-galactosamina-N: C-6-disuifato) presen-
ta enlaces o-(1-4) y a~(1-4), el enlace en el dermatin sulfato
puede considerarse de tipo intermedio. E1 orden de fuerza para
los distintos tipos de unién, tan importante para explicar Jla
estabilidad térmica de estos materiales, ha sido establecido
(Ramos-Sdnchez, 1990) como: B-(1-3)> o-(1-3)> a-(1-4)> B-(1-4).



Fig., 5.~

® Azicares neutros
QO Acido glucurénico
® Sulfato N-acetilgalactdsamina
# Proteina

3

Estructura del condroitin sulfato (Phelps, 1972).
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ORGANIZACION DE |.A CORNEA.

La organizacidén del colédgeno en 1a cérnea es particular-
mente interesante porgue s61o en este tejido el
coldgenc tipo I es transparente, Esta propiedad depende de la
disposicidn regular en capas de hojas paralelas de las fibras
de coldgeno, con la particularidad de que cada capa se encuen-—
tra girada un angulo de 902 con respecto a la inferior (Fig.
6).

En las primeras etapas del desarrollo embrionario, las fi-
bras de coldgeno de cérnea y esclera son iguales en didmetro y
ambas estructuras son igualmente trasllcidas. Posteriormente,
los diametros de las fibras esclerales aumentan de tamafio, con-
tribuyendo a Ja opacidad de la esclera, si bien ésto es par-

cialmente una funcidn del alto contenido en agua de la esclera.

Aparte de su disposicidén regular en haces, las fibrillas
corneales se encuentran embebidas en una sustancia cementante
delgada, como es el queratdn sulfato I, que es de indice de re-
fraccién similar al de Tlas fibrillas de célageno, lo que con-—
tribuye, adicionaimente, a la transparencia de la cérnea. Entre
estas sustancias, el gueratoglicosaminoglicano, de gran afini-
dad por el agua, se encuentra en la proporcidn adecuada (65%)
para asegurar la deturgencia e impedir una imbibicién de agua
no deseada. Ha sido sugerido que el mecanismo protector frente
a la imbibicidén puede ser el siguiente: los gueratéan sulfatos
superhidratados darian lugar a la creacién de lagunas despro-
vistas de fibrillas gue inducirian una presidén estromal de
hinchamiento, igual y de signo contrario a la presién de 1im-

bibicidén,

En casc de patologia corneal (distrofias, quemaduras,
etc.), Ta canhtidad de los queratdan sulfatos se reduce drastica-
mente respecto a la de condroitin sulfatos y la cédrnea aumenta
su contenido en agua (Rigal-Verneil, 19%90). En estas condi-
ciones, el coldgeno tipo I de la cérnea se hace menos soluble,

11



Fig. 6.- Esquema (segun Hogan y cols., 1971) de la disposicién de las 1&mi-
nas de coldgeno en la cérnea. Las células planas y estrelladas intercaladas sntre las
1aminas de coldgeno correspeonden a 1os queratocitos, responsables de 1a biosintesis de colége-

no y mucopolisacaridos.
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menos glicosilade, y en cuanto a las fibrillas, éstas se hacen

mas anchas y mas irregulares, dando lugar a una cérnea opaca.

La cérnea se hidrata cuando 1a temperatura desciende y 1la
actividad metabdlica disminuye. Sin embargo, si existe sufi-
ciente glucosa, cuando la cérnea es llevada a temperatura am-
biente, se deshidrata nuevamente. Agentes de deshidratacién en
el edema de cérnea son la glicerina y la glucosa, cuyas solu-
ciones hipertédnicas clarificarian los leucomas por imbibicién;
agentes de hidratacién son el yodoacetato (un veneno metabdlico
que inhibe el metabolismo exudativo de 1a cérnea) y la ouabai-

nha.

Dentro de los signos clinicos de 1a patologia corneal el
mas importante es el '‘leucoma’’. Se han referido como causas
préximas Tos depbésitos de colestero] y/¢ mucopolisacéaridos
(Balazs, 1968),.

ESTRUCTURA DE LA ESCLERA.

La estructura de la esclera confiere proteccién mediante
- Ta densa agregacién de las fibras de las que estd compuesta vy
del efecto amortiguador de 1a sustancia matriz. La esclera es
viscoeldstica y cuando 1la presidén 1intraocular se eleva (por
ejempio, artificialmente), se produce un alargamiento de 1las
fibras, seguido de un ligero desliizamiento de 1las mismas, una

sobre otra,

E1 hecho de que el coléageno de la esclera y €l de la cér-
nea difieran en el contenido de mucopolisacdridos al que se en-
cuentran asociados, puede justificar sus diferentes propieda-
des. De hecho, resulta escasa (y poco densa) la cobertura muco-
polisacaridica de tas fibras de colagenc escleral cuando se
comparan con la cantidad de recubrimiento presente en el caso
de la cérhnea, y este hecho bastaria para explicar la pérdida de
transparencia de la esclers (Fredickson, 1975). Si la esclera
Se encuentra deshidratada, entonces se hace mas transparente,
lo que Maurice considera se debe a una concentracién de los mu-

13



copolisacdridos préxima a la alcanzada por ta cérnea (Maurice,
1969). Cuando el contenido en agua de ta esclera se eleva por
encima del 90% o disminuye por debajo del 40%, la esclera se
hace mas transparente y la doble refractividad disminuye (Pau,
1955).

La esclera gana transparencia tanto por imbibicidén como
por desecacidén. Esto se explica por 1a menor cantidad de guera-
togiicosaminoglicano © mucoide de la esclera con respecto a 1la
cornea., Cuando la cérnea se sumerge en agua, la proporciédn ele-
vada de mucoide hace que se hinche dos veces sSU pesc, mientras

gue la esclera no 1o hace.

La esclera deshidratada es tan transparente como la cér-
hea, de tal modo que resulta dificil diferenciarlas, sobre todo
en el joven. En el ancianc 1a esclera se calcifica. Rehidrata-
da, recupera su blancura en tres minutos Y en un cuarto de hora

su espesor y flexibilidad.

Estas posibilidades de deshidratacién de la esclera permi-~
ten su conservacién pot-mortem en el globo enucleado, sea por
lTiofilizacién (s.c., por congelacién desecacidén) o por silico-
desecacién (s.c., desecacidén en presencia de silice micropo-
rosa) y rehidratacién en el momento del empleo,

Por otra parte, l1a no transparencia de la esciera se opo-
ne a la transparencia de la cornea, en razdén, fundamentalmente,
de la orientacién y de 1a talla de las microfibriilas.

81 la comparacién del coldgeno de la esclera se realiza
con el coldgeno vitreo, podemos afirmar que en la esclera e]
colageno se encuentra en su forma estable y altamente polimeri-
zado, mientras que en el vitreo se encuentra en su forma mas
soluble. En su forma estable (o sea, en la esclera), el coldge~
no tiene resistencia a la tensidn alta pero, sin embargo, es
faciimente desnaturalizable por e} calor, los &dcidos y los &1-
calis. E1 calentamiento convierte al coldgeno en gelatina.

14



COMPOSICION DEL CRISTALINO.

Es uha lente biconvexa situada entre el humor acuoso y el

humor vitreo rodeada de una capsula transparente.

E1 c¢ristalino puede ser considerado como un tejido com-
puesto por células epiteliales (capsula lenticular), células
fibrosas y un espacio inhtracelular. A nivel macromolecular,
puede ser descrito como constituido de sustancias de alto peso
molecular y una membrana. Estas sustancias de altc peso molecu-

lar son fundamentalmente proteinas (o, B v ¥ cristatinos).

Su composicidn guimica es un 67% de agua y un 33% de sus-
tancias ho volatiles, de las gue un 95% son proteinas estructu-
rales (o, B ¥ v cristalines, ya mencionados anteriormente). No
cocbstante, 1a organizacion estructural es poco conocida. Se han
encontrado variaciones en la composicidén de los cristalinos «,
By vy de las proteinas insolubles (albuminoides) en las dife-
rentes capas del cristalino (nicleo y cértex) y segun la edad.

En 1961, Dische y Zelmenis mostraron que la capsula esta
compuesta de proteinas tipo coldageno y que Jas relaciocnes de
transparencia a elasticidad se deben a varijiaciones en las com-
posiciones de glicoproteinas y mucopolisacaridos con la edad.
De hecho, el cristalino ha sido considerado un érgano idéneo
para investigar procesos de ehvejecimiento: con el paso del
tiempo el cristalino se hace méas esférico, se producen acumuia-
ciones de fibras de céldagenoc bajo el epitelio dejando suponer
anomalias de secrecidén v la cépsula pierde elasticidad debido a
un aumento de puentes entre las moléculas de coldgeno tipo IV.
Sigue la ruptura de membranas celulares; después Ta pérdida de
proteinas de bajo peso molecular; mas tarde la hiperhidratacién
intracelutar y, finalmente, 1la opacificacidén del cristalino

(catarata).
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HUMOR VITREO.

E1 humeor vitreo es un verdadero gel! que resulta de la in-
teraccién de una suspensién de fibrillas de colageno con el
dcido hialurénico en solucién (Roughley, 1975)(Fig. 2).

La plasticidad y resistencia a 1a tensidén del vitreo son
debidas al coldgeno; las propiedades viscoelédsticas y la resis—
tencia a 1a compresién son debidas al acido hialurénico.

La estabilidad de l1a red coladgeno-hialurénica constitutiva
del humor vitreo es dependiente deil peso molecular del hialuro-
nato. La molécula del Acido hialurdnico representa su principal

constituyente.

E1 hecho de que el vitreo se comporte como un gel es debi-
do a la interaccidén de tas moléculas del Adcido hialurénico y a
las fibras de coldgeno. La trama comporta mallas con un espacio
interfibrilar ocupado por moléculas del Adcido hialurétnico esfé-
ricas {descritas por Balazs, 1979) o en forma de doble hélice
(interpretaciédn de Roughley, 1975). La morfologia del 4&cido
hialurénico depende de T1a ionizacidén de los agrupamientos dci-
dos intramoleculares, que conduce a una tirantez de la cadena,
la cual se alarga considerablemente y a la hidratacién que ro-
dea su molécula, 1o que determina un enrollamiento sobre ella
misma (Troussaint, 1977). La trama de finas fibras de colageno
11lena la casi totalidad del espacic intravitreo con varijaciones
solamente de densidad. Esto es jgualmente cierto para las zonas
mas marginales (membrana hialoidea anterior y posterior) que, a
pesar del aspectoc membranoso descrito en microscopfa 6éptica y
en biomicroscopia, son actualmente consideradas como densifica-
ciones de la trama vitrea (Einsner, 1875).

Con la edad, el humor vitreo se licla progresivamente
(Teng y Chi, 1957). Este efecto puede conducir a la contraccioén
del gel vitreo (Fine y Yanof, 1872) y subsiguientemente al des-
prendimiento vitreo. Berman y Mickaelson (1964) encontraron gque
las concentracciones de coldgeno y acide hialurénico aumentaban
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con las sucesivas décadas de 1a vida, y, muy significativamen-

te, en la poblacién de l1a tercera edad.

No existe una enfermedad que afecte al humor vitreo de
forma aislada, pero existen diversas entidades c¢linicas dife-
renciadas en las cuales los cambios morfolégicos son evidentes.
Una de estas son los desgprendimientos vitreos (ya referidos an-
teriormente) y otra la uveitis periférica, que cursa con opaci-
dad vitrea atribuida a formaciédn de fibrillas gruesas de cola-

genho.
HUMOR ACUQOSO.

Es el fluide que ocupa las camaras anterior y posterior
del o0jo. Su existencia es hecesaria para mantener en el ojo un

cierto tono que hace posible las funciones visuales.

Sus componentes principales son el acide hialurédnico, el
dcido ascédrbico, el acido ldctico y la glucosa.

Se ha referido la gran similitud del humor acuoso con el
fluido cerebro espinal, al menos por la presencia de fructosa
en ambos. La fructosa en el humor acuosc procede del cristalino
como tejido excretor (Kuck y Crosswell, 1874),

LAGRIMAS.

La pelicula lagrimal corneal consta de tres capas: (1) la
interna o mucosa, gue permanece junto al epitelio corneal como
una hoja delgada, contiene mucinas o proteinas de alto peso mo-
lecular y actta como un agente humectante para el ojo; (2) 1la
capa media o acuosa, la mds ancha, gQue es un fluido acuoso se-
gregade por las glandulas lagrimales; y (3) la capa externa o
lipidica segregada por las glandulas de Meibomio y de Zeiss.

La caracterizacidén gquimica de los diversos componentes de
las l1éagrimas aun no ha sido conseguida. Globalmente, &1 unico

dato obtenido de interés es que las T14grimas humahas son mas
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ricas en nitrégeno no proteico que el plasma (51 mg/dl frente a

1656-42 mg/d1, respectivamente).

IB2. DEBITO DEL HUMOR ACUOSO Y FACTORES FARMACOLOGICOS EN
LA TENSION OCULAR.

Los agentes parasimpdtico~miméticos del tipo de Ta poli-
carpina actian sobre la tensién ocular facilitando el flujo de
salida del humor acuoso. Su mecanismo de accién probablemente
es sOlo mecédnico, mediante una contraccién del musculo ciliar
gue tira del espoldn escleral y de 1a malla trabecular. Un me-
canismo de accidén similar puede ser asignado al carbacol, droga
actualmente en desuso, al igual que los fdrmacos inhibidores de
la acetil-coliinesterasa (ioduro de ecotiofato Yy bromuro de de-
mecario), ¥y cuyos efectos secundarios y contraindicaciones son

susceptibles de atencion.

Los agentes simpdtico-miméticos, como 1l1a adrenalina, redu-
cen la presién intraocular por disminucidén en la produccién de
humor acuoso y por aumento del flujo de salida de! mismo debido
a la accién B-adrenérgica, probabiemente por mediacién del AMP
ciclico. Los agentes o~adrenérgicos, como la fenilefrina, no
tienen préacticamente efecto sobre 1a presién ocular. Los agen-
tes P-adrenérgicos, como el isoproterenol, producen bajas pre-—
siones pero tienen un gran toxicidad sistémica.

Los agentes PB-blogueantes, como el timolol, reducen 1a
presién ocular disminuyendo el débito del humor acuoso sin te-
ner efecto sobre la circulacién coroidea.

Los inhibidores de la anhidrasa carbénica o sulfonamidas,
reducen Ta produccidén del humor acuoso muy probablemente a tra-
vés de una modificacién en l1a secrecidn activa de bicarbonato.

Los corticoides locales pueden dar lugar a una elevacién
de la presidn ocular en los sujetos predispuestos. Por via ge-

neral pueden también elevar la presién ocular, pero es necesa-
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ria una administracién mas prolongada en razén de la menor pe-
hetracién en el humor acuoso en comparacion con la administra-
cidén lTocal. E1 aumento de presion ocasionada por los corticoi-
des es debido a una disminucién de l1a facilidad de drenaje po-
siblemente en relacién con los depdsitos de mucopolisacdridos

en el trabecutum.

Los glucésidos cardiacos, como la ouabaina, pueden dismi-
nuir la presion ocular disminuyendo la secrecién de humeor acuo-
s0 por accién inhibidora sobre la ATPasa (Nat, K*) del cuerpo

ciliar.

IB3. REQUISITOS DE BIOCOMPATIBILIDAD PARA BIOMATERIALES Y
PREPARADOS FARMACEUTICOS EN OFTALMOLOGIA.

La mayor parte de los preparados oftdlmicos son productos
estériles, practicamente 1ibres de particulas extrafas, debida-
mente compuestos y envasados para instilar en el ojo. En su
preparacidén se vienen considerando varios reqguisitos, entre
ellos esterilidad, claridad, tamponado y pH, tonicidad, visco-
sidad, estabilidad, comodidad, aditivos, envasado y conservado-
res. Parte de estos requisitos, los relativos a propiedades fi-
sicas, se encuentran relacionados entre si y la adecuacidén de
sus valores a los Tis6ldgicos se tiene siempre en cuenta en Jla
preparacidén de un producto, Asi, para constituyentes activos,
el sistema buffer o tampén se debe considerar pensando en la
estabilidad de l1a droga y la comodidad para el ojo, porgue el
bienestar del paciente suele ser 6ptimo al pH del 1liquido Ta-
grimal (7,4 £ 0.1), mientras muchas veces el pH para la estabi-
Tidad éptima de 1a droga es mas bajo (incluso 5),.

Mayor requerimiento de adecuacién a la fisiologia requie-
ren las soluciones de utilizacién intraocular, que van a estar
en contacto con las delicadas estructuras internas del ojo en
el curso de diversas operaciones y por periodos que se miden en
horas: no se deben usar conservadores, se deben evitar los bu-
ffer en la medida de lo posible, la composicién gquimica ha de
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estar balanceada para reducir el dafo a estructuras como el en-

dotelic corneal, etc..

Otros productos farmaceuticos, como scn los Jligquidos de
ceonservacion de componentes del ojo para transplantes y las so-
luciones para el cuidado de lentes, también estan disefiados pa-

ra mimetizar las condiciones fisiolégicas al maximo.

E1l desafio de formulacién gue plantean Tos preparados of-
tdimicos, al tener como referencia los medios fisiolégicos, es,
pues, considerable. En este contexto, seria muy deseable 1la
disponibitiidad de una técnica que permitiera valorar global-
mente, tanto en un producto farmacoldégico como en uno © més
componentes del ojo con 1os que aquel muestra similitud, varias
de las propiededes referidas u otras. Pretendemos que la calo-
rimetria de barrido diferencial proporcione, al menos parcial-

mente, esta utilidad.

IB4. EL METODO TERMICO. LA CALORIMETRIA DE BARRIDO
DIFERENCIAL EN SU APLICACION AL ESTUDIO DE MATERIALES
HETEROGENEOS .

Es sabido que el formulador farmaceltico debe recurrir a
adreas especializadas del conocimiento para adguirir informacién
cientifica sobre la sustancia farmaceutica que hay que conver-
tir en una forma posoldgica 6ptima. Debe, en consecuencia, es-
tar atento a las nuevas posibilidades metodolégicas en la elu-
cidacidén estructural y de propiedades de las sustancias que Ta
investigacién fisico—quimica le estd proporcionande. Una de
éllas es Tla metodologia térmica por calorimetria de barrido di-
ferencial a bajas temperaturas, hoy insuficientemente conocida.
Sin embargo, operando a temperaturas medias y altas, la calori-
metria de barrido diferencial ya ha mostrade su utilidad en
farmacologia en 1a caracterizacién de polimorfos (Remington,
1985; Ford, 1985).
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La calorimetria de barrido diferencial, en cuanto propor-
ciona el registro de los efectos térmicos tras enfriamiento de
la muestra a bajas temperaturas, no sélo permite tener informa-
cién de la existencia de transiciones de fase de la sustancia,
droga o material estudiado a esas temperaturas, sino gque, adi-
cionalmente, permite gue esas transiciones sirvan como marcado-
res de propiedades deseables en Oftalmologia: tipos de agua de
la muestra, grado de polimerizacién, extension de entrecruza-

miento, etc..

Conocedores de estas novedosas posibilidades de la catori-
metria de barrido diferencial y presumiendo su utilidad para el
estudio de los preparados farmacolégicos de aplicacién en Of-
talmoliogia (preparados oftalmicos), hemos adoptado la utiliza-
cién metodolégica de &quella a la busqueda de los mejores re-

sultados,.

La calorimetria de barrido diferencial es un método que
permite estudiar cambios energéticos asociados a los cambios
fisicos o quimicos gue ocurren en una muestra, registrados en
funcidon de l1a temperatura, al calentar 1la sustancia a un ritmo
uniforme.

Las transiciones de fase producen cambios entdlpicos endo-
térmicos o exotérmicos. Por ejemplo, Ja fusidén, sublimacién,
transicidén sélido-sé6lido vy la pérdida de agua suelen producir
efectos endotérmicos, en tanto que la cristalizacién produce
efectos exotérmicos. El1 andlisis térmico permite calcular los
parametros termodindmicos para los sistemas gue se evaldan.
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I1. MATERIAL Y METODOS.




IIA. COMPONENTES FISIOLOGICOS Y QUIMICO-ESTRUCTURALES DEL

CORNEA HUMANA.

Las muestras de cérnea que se han utilizado en el presente
estudio corresponden a las porciones periféricas resultantes
del recorte de la cérnea en la cperacién de transplante de cor-
nea del donante al receptor. Su encapsulado se realizé a Tas 35
horas del transplante y los registros DSC, a las 36, 40 y 108

horas del mismo.
ESCLERA PORCINA.

A falta de esclera de ojo humano, las muestras de esclera
estudiadas han sido de origen porcino. Sus curvas DSC se han
registrado a diferentes periocdos de tiempo hasta el cese de ob-
servacidn de efectos (6 horas de la muerte del animal). A ti-
tulo comparative, se han registrado las curvas DSC de colageno
fabricado a partir de tejido escleral porcino y destinado a ser
utilizado como protector corneal en humanos.

CRISTALINOS HUMANOS Y PORCINOS.

Hemos dispuesto de una céapsula de cristalino de ojo humanc
para andlisis térmico. La muestra fué conservada en medio acuo-
s0 y registrada varios dias después de la extraccidén. Sin em-
bargo, la cantidad fué insuficiente para registros con el tiem-
po, haciéndose precisa la extraccién de cristalino porc¢ino de
animales sacrificados. El1 encapsuladc de estas Ultimas muestras
tuvo lugar a las 2 horas de la extraccidén y los registros se
realizaron a las 5, 6 y 29 horas de la muerte del animal.

HUMOR VITREO PORCINO.

Las muestras de humor vitreo procesadas térmicamente se
han obtenide por extraccién a partir de globos oculares enu-
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cleados de animales recién sacrificados. El1 encapsulado de las
muestras se realizdé a las 2 horas de la extraccidn y las curvas
DSC se registraron a diferentes periodos de tiempo, desde las 4
h. 15 min. de la extraccién hasta la anulacidén de los efectos

térmicos (a las 26 horas de la extraccidén).
HUMOR ACUOSC HUMANO.

Se ha extraide humor acuoso de pacientes con cataratas vy
glaucoma. Los registros de los termogramas correspondientes se
han realizado a las 24, 48 y 144 horas de las extracciones.

LAGRIMAS HUMANAS.

Se han recogido de voluntarios sin patologia ocular, con
ocasidén de estados emocionales positivos ¢ situaciones de hila-
ridad, y de nifios de corta edad en méltiples ocasiones, siempre
evitando l1a estimulacién quimica o mecdnica ocular. Los regis-
tros DSC se han realizado a los 2 dias y 17 dias después de la

recogida.
COLAGENO Y MUCOPOLISACARIDOS.

Se han estudiado coldgenos de diversos origenes. Un grupo
de ellos, clasificados de tipo I (segun 1a nomenclatura de
Bornstein y Tral, 1979), subdivididos en fracciones solubles e
insolubles, y obtenidos por variantes metodolégicas distintas,
han sido conseguidos comercialmente de Sigma (C9879, 4387,
C3511, CBRO9T7 y (C7774). Otro, es el colageno extraido de miscu-
los bovinos (Bonnet y cols., 19%90).

Los mucopolisacaridos registrados por DSC han sido el sul-
fato de condreoitina C (sal sédica), 90%, de cartilago de tibu-
rén, comercializadoe por Sigma (C4384); el sulfato de dermatan
mezclado con sulfato de heparina, conocido con el nombre de su-
lodexida y comercializado con el nombre de ‘‘Aterina’’ por los
laboratorios Tedec Zambeletti; y un sulfato de queratén, aisla-
do de cérnea bovina, comerciatizado por BioChemika.
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IIB. BIOMATERIALES Y PREPARACIONES FARMACEUTICAS EN
OFTALMOLOGIA.

Se entiende por biomateriales agquellas sustancias, aparte
de los alimentos y farmacos, contenidas en los sistemas diag-
nésticos o terapelticos, que estdn en contacto con tejidos o
fluidos bioldgicos. Biomateriales de aplicacién en Oftalmologia
scn los viscoeldsticos, los aceites de silicona, las lentes de
contacto y los preductos para su cuidadeo, y las lentes intrao-

culares.

Preparados farmaceulticos de aplicacidn especifica en Of-
talmologia son los midriaticos, antihiperﬁensivos oculares y
antiinflamatorios ocultares. Otras preparaciones farmaceuticas
objeto de estudioc han sido Tos antibiéticos mds utilizados en

Oftalmologia.

IIB1. VISCOELASTICOS.

Como su nombre indica, son productos de soporte destinados
a actuar como lubricantes tisulares y para mantener separacidn
entre los tejidos. Son de dos tipos, dependiendo de si el pro-
ducto activo de 1las solucicnes es el hialuronato sédico o la

hidroxipropilmetiicelulosa.

Ambos son inocuos para los tejidos oculares v resultan de
gran utilidad en todas aquellas intervenciones quirdrgicas ocu-
lares en las que existe riesgo de daflar o altterar el endotelio
corneal. Pueden ser retirados con facilidad después de que ha-
vyan cumplido su misién, minimizando asi el riesgo de obstruc-
cidn trabecular que agravaria el incremento de presidén intrao-
cular subsiguiente al traumatismo quirdrgico.

Dos clases de viscoeldsticos basados en el hialuronato sé-
dico han sido utilizados en el presente estudio: los extraidos
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e tejidos aviares (en concreto, de las dermis de las crestas
de gatlo), vy los extraidos de células bacterianas. Entre 1los

primeros se encuentran **Healon G.V."”’ {Pharmacia AB),
‘*Amvisc’’ (MedChen Products Inc), ‘‘Healon’’ (Kabi Pharmacia
AB), ‘'Vitrax’ (Allergan, S.A.E.) y ‘‘Viscoat’ (Alcon Surgi-
cal, Inc.). Los segundos estdn representados por ‘‘Provisc’’
(Alcon Laboratorios Inc.), ‘‘Biolon’’ (Biotechnology General,

Israel) y ‘‘Eurovisc’ SL-1010 (Europhtal). Todas estas solu-
ciones se encuentran contenidas en Jjeringas de vidrio; estén
tamponadas (clorurc~fosfato) a pH 7,0-7,5 y su osmolaridad es
de 320 t 40 mOsm.. La viscosidad oscila en el rango 40,000 =+
20.000 cps. (a una velocidad de corte de 2 seg~1), siendo

**Provisc’ y ‘‘Healon GY’’ 1los productos més viscosos vy
“Vitrax’ y ‘“Viscoat’® 1los menos viscosos. Respecto a las
concentraciones, ia cantidad de hialuronato sédico por ml. de
disclucién es de 16 mg en ‘‘*Amvisc Plus’’, 14 mg en ‘‘Healon G
V?’, 12 mg en ‘"Amvisc’’, 10 mg en “‘Healon” y **Biolon’’ y 30
mg en "‘Vitrax’® y "‘Viscoat’’. En ‘‘Viscoat’’ cada ml de diso-

lucién tambiénh contiene 40 mg de condroitin sulfato sédico.

IIB2. ACEITES DE SILICONA.

E1l aceite de silicona (polidimetilsiloxano) se utiliza en
Oftalmologia como sustituto del vitreo para tratar casos difi-
ciles de desprendimiento de retina, tales como los complicados
con vitreoretinopatia proliferativa, roturas retinianas gigan-
tes y traumismo ocular penetrante (Federman y Schubert, 1988;
Skorpic v cols., 1989).

Los aceites de silicona son polimeros sintéticos polidis-
persados gue constan de mezclas de especies lineales con dife-
rentes tamafos de cadena y pueden contener especies ciclicas vy
lineales de pesos moleculares mas bajos. Las especies ciclicas
son subproductos de la polimerizacién de los aceites. Se piensa
gue estos componentes de bajo peso molecular (Nakamura y cols.,
1980) estan involucrados en la toxicidad de los aceites.
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Los aceites de silicona estudiados han sido 1os consegui-
- dos de las firmas comerciales Ioba-Domilens (muestras de 5000,
2000 y 1000 c¢s), Cusi ('‘Oxane’ de 5700 y 1300 cs) y Adatomed
(**Adato sil-ol1’" de 5000 cps (5139 cs) vy 1000 cps (1028 cs)).

IIB3. LENTES DE CONTACTO Y PRODUCTOS PARA SU CUIDADO.

PROTECTORES CORNEALES.

Las lentes de contacto son unos dispositivos oftalmicos,
6épticos y/o terapelticos que se pueden dividir en cuatro cate-
gorias generales: lentes hidr6fobas rigidas, 1lamadas lentes de
contacto duras, en particular de polimetilmetacrilato (PMMA),
que son de humectabilidad mediana; lentes flexibles hidréfilas
1lamadas blandas, en particular de hidroxietilmetilmetacrilato
(HEMA}, de buena humectabilidad; lentes hidréfobas flexibles,
bien de goma siliconada (con mala humectabilidad) o de vinilpi-
rrolidona siliconada (con buena humectabilidad); y lentes hi-
drofilas rigidas, de acetatobutirato de celulosa (CAB), de bue-
na humectabilidad. Las lentes requieren para su cuidado prepa-
rados destinados a formar una cubierta hidréfila. Estos prepa-
rados conocidos como soluciones humectantes, contienen un agen-
te a la vez tensiocactivo y comunicador de viscosidad, y un con-
servador. Entre los agentes de uso comin figuran derivados de
celulosa, polivinilpirroiidona, alcohel polivinilico y deriva-
dos de polietilenglicol. lLas soluciones destinadas a volver a
mojar las lentes in situ se conocen como soluciones
‘‘rehumectantes’’ o ldgrimas artificiales.

Las lentes de contacto estudiadas hah sido tres productos
de ta firma Bausch & Lomb consistentes en lentillas fabricadas
a partir de tejido escleral porcino y solubles a las 12, 24 o
72 horas (°'Bio-Cor 12HR’’, ‘'Bio-Cor 24HR’’ vy ‘‘Bio-Cor
72HR?? ).

En 1o referente a medios de conservacién de cérneas, se ha
procedido al registro de los termogramas de las soluciones co-
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mercializadas con las denominaciones **Licorol’” (de Opsia
Pharma) y ‘‘Optisol’’ (de Chiron Ophtalmics), esta Ultima com-

puesta de condroitina y dextrano.

La composicién de las ld4grimas artificiales °‘Tears Humec-
tante Solucion’ de Alcon Iberhis y ‘‘Ligquifiim L&grimas’’ de
Allergan, tambien incluidas en este estudio, es: dextrano 70 (1
mg/ml1) e hidroxipropilmetilcelulosa (3 mg/mi1) para las prime-
ras, y alcohol polivinilico (14 mg/ml) y clorobutanol (5

mg/m1), para las segundas.

Las lentes 1intraoculares que han sido objeto de estudio
termoanaliticec en este trabajo han sido de PMMA, procedentes de
las casas comerciales AJL (US Ioi Inc.} y Kabi Pharmacia, y las
de silicona de Iovisién Inc. (“*Pliolens’ ),

ITB4. MIDRIATICOS, ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIHIPERTENSIVOS.
MIDRIATICOS Y CICLOPLEJICOS.

Dentro de este grupo de preparados, se han estudiado tres
coh accién parasimpaticolitica, dos con accién simpaticomimeé-
tica y uno de propiedades combinadas. Los colirios de accién
parasimpaticolitica han sido tres productos de la casa Cusi con
sendos principios activos: atropina.s0y 10 mg/m! (**Colircusi
Atropina’’); tropicamida 10 mg/ml (**Colircusi Tropicamida’’) y
ciclopentolato HC1, 10 mg/ml (**Colircusi Ciclopléjico’’ ). Los
simpaticomiméticos estudiados han sido *‘Colirio Oculos Fenil-
efrina’’ de Frumtost-Zyma y un preparado de Aliergan comercia-~
lizado con el nombre de ““Diopine’’, cuyo principic activo es
dipinefrina.HC1 (1 mg/ml1) asociada a cloruro de benzalconio y
manitol. También se ha estudiado un colirio de composicidén mix-
ta a base de atropina (2 mg/m1), fenilefrina.HC1 (4 mg/m1) vy
escopolamina.HBr (0.5 mg/ml1) comercializado por la casa Llorens
con el nombre de ‘‘Midridtico’’.
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ANTIINFLAMATORIOS.

Los antiinflamatorios objeto de estudio en e] presente
trabajo han sido agrupados dentro de sendas clasificaciones co-
mo esteroideos y no esteroideos. Los esteroideos se han sub-
clasificado en tres grupos: derivados de dexametasona, deriva-
dos de fluorometolona y derivados de prednisona.

Los dexametasona derivados analizados térmicamente han si-
do cuatro preparaciones de la casa comercial Cusi y uno de la
firma Alcon Iberhis. De los cuatro preparados Cusi, uno co-
rresponde a dexametasona fosfato sédico en un vehiculc acuoso
viscosizado, 1isoténico vy tamponado (**Colircusi dexametaso-
na’’), y las otras tres, a asociaciones de dexametasona con an-
tibiéticos: cloranfenicol ('‘Colircusi de Icol1’’}, gentamicina
804 (*'Colircusi Gentadexa’’) vy trimetropin (“'Oftalmotrin-
Dexa’’ ). El1 preparado de Alcon corresponde a dexametasona no
fosfatada asociada a neomicina Yy a sulfato de polimixina B

(*"Maxitrol’’).

Respecto a los flucrometolona derivados, se han registrado
por DSC sendas preparaciones de fluorometolona de Tas casas Al-
con y Allergan con las denominaciones de ‘*Isopto-Flucon’' vy
““FML’’, respectivamente. En 1la primera, la fluorometolona (1
mg/ml) se encuentra micronizada en suspensién acuosa; en la se-
gunda, se encuentra asociada a alcochol poelivinilico, cloruro de
polivinilo y tampones EDTA y fosfato.

8610 se ha registrado un preparado comercial de predniso-
lona, Corresponde a la firma Allergan y en su composicién in-
tervienen ademds de acetato de prednisoclona (5 mg/ml), sul-
fato de neomicina, sulfato de polimixina B, alcohol polivini-
lico y otros excipientes, siendo ‘““Poly-Pred’’ su nombre comer-

cial.

De entre los colirios con funcién antiinflamatoria no es-
teroidea, se hanh estudiado los comercializados por las casas
Ciba Geigy (**Voltarén’’), Chibret (“*Indoftol1’’) y Allergan
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(“*Ocuflur’'). La composicidén de ‘*Voltaren’’® corresponde a di-
clorofenaco sdédico, 1 mg/ml; la de Indoftol, a 1indometacina,
alcoholes bencilico y feniletilico y cloruro de benzalconio; vy
la de **Ocufitur’’ a flurbiprofeno sdédiceo (0.3 mg/ml} con alco-

hol potlivinilico (14 mg /ml) y otros excipientes.
ANTIHIPERTENSIVOS.

Pertenecientes a este grupo de férmacos, hemos estudiado
dos beta-blogueantes no selectivos con actividad simpaticomimé-
tica intrinseca (‘‘Etebloc’® de Laboratorios Cusi y “‘‘Mikelan’’
de Laboratorios Miguel, S.A., ambos a base de carteolol HCI1 a
20 mg/m1) y dos beta-bloqueantes sin accién simpaticomimética
intrinseca (‘‘Betoptic’ de Alcon Iberhis vy ‘‘Betagan’® de
Allergan). El principic active de ‘‘Betoptic’’ es betaxolol.HCT
(5,6 mg/ml) y el de ‘‘Betagan’’ levovunolol HC1 (5 mg/ml) con
alcohol polivinilico (14 mg/ml), cloruro de benzalconio y otros

componentes,

Ademads hemos registrado tres antihipertensivos no selecti-
vos ("‘Timoftol’ de Laboratorios Chibret, “‘Nyolol’’ de Labo-
ratorios Frumtost-Zyma y ‘‘Cusimoiol’’ de Laboratorios cusi),
cuyo principio activo es maleato de timolol. Dado que estos
preparados vienen siendo desplazados en la clinica por los an-
tihipertensivos anteriores y, por otra parte, los registros ob-
tenidos son muy pobres, hemos ignorado su inclusién en el capi-

tulo de discusiodon de resultados.
IIB5. ANTIBIOTICOS.

Toda vez que en 1os grupos farmaceUticos anteriores se han
incluido asociaciones de antibidticos con otros productos acti-
vos, & interesa conocer el comportamieno térmico especifico de
unos y otros componentes, hemos registrado las curvas DSC de
antibidticos sencilios como cloranfenicol (en forma de succina-
to, de Colircusi o como colirio, de Frumstost-Zyma), norfloxa-
cino (‘‘Chibroxin’'), gentamicina.804 (de Colircusi) y tobrami-

cina (' Tobrex’ de Alcon Iberhis).

30



IIC. METODOLOGIA Y CONDICIONES DE REGISTRO.

ITIC1. METODOLOGIA.

E1 BSC es la técnica mas simple y mas ampliamente utili-
zada en andlisis térmico. Con esta técnica se registra l1a dife-
rencia de temperatura, AT, entre la muestra y uh material de
referencia, mientras ambas estdn bajo unh mismo programa contro-
lado de temperatura, por ejemplo, un calentamiento a 10 °C/min,

A diferencia de otros sistemas clasicos diferenciales, co-
mo el DTA clésico y el DTA ‘‘Boersma’’, donde muestra y refe-
rencia son calentadas por un mismo horno, el sistema DSC utili-
za fuentes calorificas individuales para la muestra y 1a refe-
rencia (Fig. 7). Esto hace posible gue el DSC emplee el princi-
pio de ‘‘Balance nulo de temperatura’’, por el cual la muestra
y la referencia son mantenidas a la misma temperatura durante
el analisis (AT = Tg~T, =0 = T, = Tg).

Como se esquematiza en la Fig. 8, el sistema estd dividido
en dos bucles distintos de control de temperatura: un bucle ge-
heral gue se encarga de mantener 1la temperatura de calefaccién
a una velocidad determinada (es la temperatura que se registra
en el eje de abscisas), y un bucle diferencial encargado de
mantener el recipiente de la muestra y el de 1la referencia

siempre a la misma temperatura.

E1 DSC actua de la siguiente forma: cuando el calorimetro
percibe una diferencia de temperatura entre muestra y referen-
cia (debido a un proceso endotérmico o exoté&rmico sufrido por
la muestra), actia modificando inmediatamente 1la potencia de
entrada a la muestra con el fin de anular esta diferencia. En
ésto consiste el principio de ‘‘balance nulo’’ de temperatura.
La sefial producida, proporcional a la diferencia del calor de
entrada a la muestra y a la referencia, dg /dt (=dh /dt, pues
se trabaja a p=cte) es registrada en el eje de ordenadas. La
Fig. 9 representa un endotermo de DSC. Por convenio, se adopta
el criterio inverso de 1os picos ENDO> y EXO> respecto al DTA.
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Fig. 8.- Termograma ideal de DSC.
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E1 area bajo el pico, A (Fig. 8) es directamente propor-
cional a 1a entalpia (calor a presidén constante) puesta en Jjue-

go en ese proceso o transformacidn térmica:
dH
A=) —dr
f ar

Haciendo el cambio de variable dT = ¢ dt, siendo ¢ la ve-
locidad o grado de calentamiento, tendremos que:

A:f§¢dt=¢fdﬁ = A= ¢AH

Esto quiere decir que en un calorimetro DSC se obtiene unha
conversidn directa del A4rea del pico a unidades de energia, ¥y
por tanto es capaz de medir la variacidén de entalpia asociada a
cualquier transformacidn térmica (fisica o quimica) de la mues-

tra en el ranhgo de temperatura de operacion del andlisis.

Considerando la endoterma de DSC de l1a Fig. 9, habria dos
criterios para determinar la temperatura de la transformacion
térmica. El1 primero seria la Tyax © temperatura de pice y ef
segundo, mas exacto, tomar 1a Tgpgets, © temperatura del cambio
de pendiente (obtenido como interseccién de la tangente de la
1inea de base y la tangente al primer cambic de pendiente).

E1l rango de temperatura en que trabaja un calorimetro DSC
depende de la casa comercial que 1o fabrique y es, general-
mente, menor gque lta de un analizador térmico diferencial, DTA
(aproximadamente 700 °C para los DSC frente a > 1000 °C para
los DTA). E1 modelo DSC-7 de Perkin-Eimer permite un rango de
operacién entre -175 °C (con un dispositive de Nz liquido) ¥y
730 °C.

Los calorimetros DSC se calibran en base a los endotermos
de fusidén de patrones bien conocidos. La Tabla II ofrece 1los
materiales estandar de calibracién mds frecuentemente utiliza-
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Tabla II.- Materiales esténdar recomendados para calibracion.

{a) Caiibracién de temperatura

Material Temperatura de Materiatl Temperatura de
transicién (°C) transicién (°C)

KNO3 127.7 K2804 583

KC104 299.5 K2Crog 665

Ag2S04 412.0 BaCO3z 810

$i02 (cuarzo) 573.0 §rC0a 925

{b) Calibracién de entalpia (y temperatura)

Material p.f. (

°C) p.f. (°K)

AHf (cal 9_1) AHF (cal 9_1)

Indio
Estafio
Plomo
Cinc
Aluminio

166.
231.
327.
419.
660.

4 429,
9 505.
4 600.
5 629,
4 933.

RN~ = O

6.80 28.5
14.40 £ 0.01 60.25 + 0.04
5.45 £ 0,01 22.80 + 0.04
25.9 = 0.1 108.4 = 0.4
94.9 £ 0.3 387 = 1

34



dos, seglin sea el rango de temperaturas de operacidn. También
se pueden utilizar patrones organicos como el Acido benzoico.
En la zona de bajas temperaturas (en las que hemos trabajado
preferentemente) se puede utilizar el agua pura o el ciclohexa-

no. Existen normas ASTM sobre patrones organicos.
Principios del DSC.

La Fig. 10 representa de forma esquematica un calorimetro
térmico diferencial, Jjunto con las definiciones de los pares
térmicos necesarios para la comparacién del DTA clasico, DTA

Boersma y DSC.

Tg = t8. real de la muestra Tr = t&. real de referencia

Tem = t2. medida de la muestra Ty, = t&. medida de referencia

Cg = capacidad calorifica de Cyr = capacidad de referencia
muestra + pocillo de muestra + pocillo
Cem = capacidad calorifica Crm = capacidad calorifica
del regulador del regulador

Rs, R’s: R, ¥ Ry son resistencias térmicas
Los términos dq /dt son flujos de caleor

Para un instrumentoc ideal, las capacidades calorificas vy
las resistencias térmicas deberian ser iguales por parejas:
Csm=Crm ; Rs=Ry=R ¥ R’g=R’=R’. No tienen porqué ser iguales Cg
#Cp ¥ R#R’. Se asume que Cg > Cpr ¥ que el flujo de calor esté

gobernado por la ley de Newton:

~—

§\ﬁ

N
NN

N

§‘






E1l calor suministrade (o cedido} por el lado de 1a mues-
tra, dgg, se emplea en : (1) variar la energfia del regulador
(termopar o resistencia), Cgp dTgp, ¥ (2) variar la energia de

la muestra (muestra + pocilio), Cg dTg. Por lo tanto:
dgg = Cgyp dTgy + CgdTg
dividiendo por dt tendremos términos de potencia calorifica,
dgg/dt = Cgp(dTgy/dt) + Cgq(dTg/dt)
1Tamando dg’g/dt = Cgq(dTgdt) nos queda:
dgg/dt = Cgn(dTgp/dt) + dq’g/dt
y aplicando la ley de Newtonh,
dqg/dt = (1/R) (T ~ Tgp)
dg’g/dt = (1/R’) (Tgp - Tg)

En el lado de T1a referencia se obtendrian expresiones to-
talmente andlogas, sin mds que sustituir Jos subindices g por

subindices [.

En DSC, muestra y referencia son calentadas por fuen-
tes calorificas independientes, y en todo momento se mantienen
a la misma temperatura. Por 1o tanto, Tg = Tgyn = Tpr = Trm = Th
y R = R' = 0; es decir, apenas hay resistencia térmica. La
sefial que se registra es la diferencia de potencia suministrada

a Ta muestra v a la referencia:

:{z)_ [dqs &]_ dr _
A[dt_ Z @l :{;(Cs—Cr)—#’(CS—C,—)

En consecuencia, la variacién de flujo de calor entre
muestra y referencia es directamente proporcional a la diferen-
cia de capacidades calorificas, mediante 1la constante ¢
(velocidad de calentamiento o enfriamiento).
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Contenedores de muestra vy muestreo.

Las muestras son encapsuladas en contenedores de aluminio.
Estos contenedores se cierran con tapaderas del mismo material
y el conjunto se lleva a una prensa para su sellado. Con estas
cédpsulas de aluminio no se debe sobrepasar 1la temperatura de
600 ©C, pues el aluminio tiene un punto de fusién de 660 °C y
se correria el grave riesgo de que el Al se alée con los poci-~
11os de Pt-Ir del calorimetro. En los calorimetros modernos de
DSC, el programa de software advierte de dicho peligro en el
caso de que se introduzca una temperatura mayor de 600 °C.
Existen en el mercado contenedores de oro o grafito con tos
cuales se podria rebasar la temperatura de 600 °C y/o utilizar
muestras que reaccionan con el Al; igualmente se han descrito
contenedores de vidrio que alnh no estdn disponibles en el mer-

cado.

E1 material de referencia, en la mayoria de andalisis ruti-
nario de DSC, es simplemente un contenedor sellado y vacio, si
bien, en situaciones excepcionales que requieren gran preci-
sidén, puede utilizarse alumina. E1 conjunto muestra + referen-
cia es purgado con un gas inerte o reactivo (la alta conducti-
vidad térmica del He 1o hace indeseable para medidas térmicas,
aunque presenta ventajas para el andlisis de gases emitidos).
Para rangos de bajas temperaturas, como los utilizados en el
presente trabajo, el DSC puede acoplar un equipo de refrigera-
cién con nitrégeno 1Tquido' gue permite bajar hasta -175 °9C

(loc. eit.).

Las muestras ideales para el DSC deben estar en forma de
polvos densos 0 como discos del espesor de une pelicula. En e]
caso de muestras liquidas se debe emplear una jeringa. Ante 1la
posibilidad de que se formen productos voldtiles durante el ca-
lentamiento de la muestra, se deberéan utilizar capsutas aguje-
readas, o bien cédpsulas de alta presién. Las cadpsulas perfora-
das soh muy aconsejables cuando se desee estudiar la reaccién
de la muestra con el gas de purga. Es muy recomendable que el
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total de Ta masa (muestra + tapadera + contenedor) sea anotada
antes y después del ensayo, a fin de saber si ha habido pérdida
de masa durante el analisis; ademds, el programa de software
del DSC pedird el pesc de la muestra como un datc necesario pa-~
ra poder poder calcular la entalpia especifica de un pico

(J/g).
Interpretacién de 1as curvas DSC.

La Termodinamica clasifica a las transiciones de fase en

dos grupos bien diferenciados:

a) Transiciones de primer orden: Se caracterizan princi-.
palmente porque la temperatura permanece cohstante durante la
transicién, y ademas, tanto el volumen como la entropia presen-
tan una discontinuidad durante a 1la temperatura, T1levando aso-
ciada por tanto una variacion de energfa. En DSC estas transi-
ciones producen un pico. Son la fusioén, subtimacidén, cambio de

estructura cristalina, solidificacién, etc..

b) Transiciones de segundo orden. Se realizan sin dis-
continuidades en el volumen y en la entropia (sél1o una infle-
Xx16n) y, por tanto, no se producen manifestaciones energéticas.
En cambio, otras propiedades, como los coeficientes de dilata-
cidn y los calores especificos a presién constante, experimen-
tan cambios discontinuos con la temperatura al pasar de una a
otra fase. En DSC estas transiciones aparecen como unh salto en
la 1inhea de base (cambio en 1la capacidad calorifica). Como
ejemplos de transiciones de segundo orden podemos citar: e]
cambio de una sustancia ferromagnética en paramagnética en el
punto de Curie, la transicidén del estado superconductor al es-
tado conductor en ausencia de un campo magnétice, y la transi-
cién vitrea de polimeros.

Un procedimiento usual para comprobar si un determinado
proceso es reversible o jrreversible, es realizar el correspon-—
diente enfriamiento: si en el mismo sale un pico de 1a misma
energia en sentido contrario, el proceso es reversible; si por
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el contrario, el pico desaparece, el proceso es irreversible.
En general, los procesos exotérmicos nho suelen ser facilmente
reversibles:; en contrapartida, si lo son todas las fusiches y
las transiciones sélido-s6lido. La atmésfera circundante puede
influir, a veces, en la reversibilidad o no de algunos proce-—
sos: asi, una deshidrataciédn puede ser encontrada reversible en
un enfriamiento con atmésfera humeda, y ta descomposicién de
los carbonatos es también reversible en enfriamientos donde es-
t4 presente una atmésfera de diéxido de carbono.

Las sustancias puras presentan picos endotérmicos de fu-
sién mucho méds puntiagudos y estrechos gue las mismas sustan-
cias conteniendo impurezas. Cuanto mayor es el porcentaje de

impurezas, mayor es la anchura del pico y menos puntiagudo es

éste.
TIC2. CONDICIONES OPERATIVAS..

Las curvas calorimétricas han side obtenidas con un apara-
to DSC 7 de la casa Perkin-Elmer en Ny dindmico (20 cm3 min~1),
a una velocidad de calentamiento de 10 °C min~! y con céapsulas
de aluminico como contenedores de muestra. Las cantidades de
muestra pesadas oscilaron entre 2,5 y 36 mg y por un proceso
automatico se llevaron a normalizacidn,
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III. RESULTADOS.




ITTA. RESULTADOS DE [0S REGISTROS DSC DE COMPONENTES
FISTOLOGICOS DEL OJO Y PREPARADOS FARMACOLOGICOS.

Los datos experimentales resultantes del registro de las
curvas DSC a bajas temperaturas de los componentes naturales
del ojo (Figs. 11 a 24) y de los preparados farmacoldégicos més
utiilizados en Oftalmologia (Figs. 25 a 68) se encuentran suma-

rizados en las Tablas III a XV,

Todos los registros muestran en comun al menos un efecto
endotérmico de interés en el rango de temperaturas -47 a -~12
°C, gque puede estar acompafiado de uno o mas efectos exotérmicos

a temperaturas por debajo de -45 °C.

En la regién de aparicién del efecto endotérmico se pueden
distinguir dos subregiones: una, en torno a -25 °C y otra alre-
dedor de -40 °C. Es preciso hacer constar que de estos dos en-
dotérmicos, el que aparece en torno a -25 °C suele ser de gran
intensidad (el valor de AH hasta 8.1 Jg~1), mientras que el que
se presenta a -40 °C es de escaso desarrollo (AH = 0.2 + 0.1
Jg~1) e 1interés. Una excepcién es la que presentan los regis—
tros DSC de los aceites de siliconha, con dos endotérmicos con-

secutivos y de 4rea significativa con picos a -470 y ~36 °C,
La regién correspondiente a 1a aparicion de los efectos

exotérmicos se extiende desde -61 °C hasta el 1imite inferior
de la regioén de los endotérmicos.
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Fig. 19.- Curva DSC de humor acuosc humano {cataratas)

Fig. 20.- Curva DSC de humor acuosc humano (glaucoma)
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Fig. 23.- Curva DSC de TAgrimas (a los 2 dias de la recogida)
Fig. 24.- Curva DSC de l4grimas (a los 17 dias de la reccgida)
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Fig. 30.- Curva DSC de una silicona de baja viscosidad envejecida
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Fig. 31.- Curva DSC de la lente intraocular PMMA Kabi®
Fig. 32.- Curva DSC de la lente intraocular PMMA AJL®
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Fig. 33.—- Curva DSC de la lente intraccular Iovision-Pliclens®
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Fig. 34.- Curva DSC de una solucién humectante lacrimal (Tears®)
Fig. 35.- Curva DSC de l4grimas artificiales Liquifiim®
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Fig. 36.— Curva DSC de un medic de conservacién de cérneas (Optisol®)
Fig. 37.~ Curva DSC de otro medio de conservacién de c¢orheas (Likorol®)

59



g

HIAT FLOW

.G

HEAT FLOW

Data: Jun i5, 1883
Sconning Rates
Sampla Wt
File N1 LOLD

Fig. 38.- Curva DSC del
Fig. 38.- Curva DSC del

LTS T

L3718 T

g hrm
Oatai Oec 02, 1993  2: 45pm
Scanning Rates
Sompla Wta
File 1+ CARTT

BIO-COR72HR

A LAT JIH DE LA RENIDEATACIEN

3
rams; -80. 60 k=—-0S, 32

Oneot=~~80. 80 ™ __
J/g = B.10

Peak from -22.25
= - 10.00
Onsat=—21.3

I7e == .88 Paak =-15.25
1

/

=i =y o
Tamperature (L)

i)

=T

10.0 C/min
4.600 mg Paths ai \\

o0

L0825+

BI0-COR1ZHR

Peakm - 25.0

il

S 5@ W im oo £
1s11pm Tamperatura (C)
10.0 C/min
2. 400 mg Pothi Cs \PEN
osc

protector corneal Biocorn 72®
protector corneal Biocorn 12®

coll

60



1.5
"COLIRCUSI
ATROPINA
| i
1l \
T
‘ ¥l i
. i 1 ﬂfl
BT paakos-36.4 (Y
1y
Onsat =- 62.9 Peak s -4i.7 ! :J:
| Vg = 307 [
- [
{J‘P ;J' Y
z Peak = - 14,7 ° \L
75T Onsetm-12.6 v 1
3 g = AT Foakx-36.4
=
w
-
-
u
X
s 4
¢ o T B i b =i —#Tm = i T
Dogar Jen 03, 1994 2: 4B8pm Tomporctura (L)
Scanning Rctar 10,0 C';in
Sompie Wie 20.C00 myg Pathior .
Sile irATRED 50
12
*COLIRCUS| TROPICAMIDA
L Pagk=—18. 3
-3 Pack From, —22, 14
tos =13, 80
Onewt=-~-19. 77
Jrg = 811
™
~
z
B
3
&
[
-
)
r
.3

U i b b s
Betor Jon 03, 1994 11 43am Tamparature (C)
Sconning Rater  10.C L.'min

Sempla ¥t: 11,800 mg Pothrar

File it TRI® 6

Fig. 40.- Curva DSC de Colircusi atropina®
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Fig. 42.- Curva DSC de Colircusi ciclopléjico®
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Fig. 43.- Curva DSC de Colirio Oculos®
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Fig. 45.- Curva DSC de Colirio Llorens midri&tico®

64



I T Peak = =287

Onset =-31.8
J/g = 2

ca

=

z

=

=

L

[r

—

-

w

T

*COLIRCUSI DEXAMETASONA

Paak » -297

Dotar Jon 03, 1884  1: S6pm

0 o Ao B g = i) om —fa. o
Taemparaoture (C)
Sconning Roter  10.0 C/min
Sampla Wti 12. 450 mg Pathsa: ™ 0‘5‘[‘

File I: DEXA

1
0,00

]
*COLIRCUSI DE 1COL
Peak = -24.9
.375 + . Onsatx ~-23.3 4
Vg -= O
. T Pask = -4T.3 T
~
= Dnwet=  -1p.9
J/g = .
x5 ] 9 Q6
=
]
ju|
[
- 1
-
w
I
FPeak=-24.9
125 + E
! am W AL B e85 =N 30t S
Dote: Dee 23, 1993 12¢ 18cm Tamparocore (C)
Scenning Raten  10.0 C./min
Somplae Wts 15.800 mg Pothia:\
5C

File de JEOL

Fig. 46.- Curva DSC de Colircusi dexametasona®
Fig. 47.- Curva DSC de Colircusi de Icol®
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Fig. 54.- Curva DSC de Voltaren®
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IITA1. RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL EFECTO ENDOTERMICO
PRINCIPAL.

E1 primero de los resultados de 1interés se refiere a la
observacién de que 1a temperatura de pico del endotérmico per-
mite una ordenacidn de los fluidoes y componentes del ojo de
acuerdo con la siguiente secuencia (Tablas III a VII):

h. acuocso > lagrimas > h. vitreo > esclera > cristalino.

Adicionalmente, el humor acuosc ha mostrado una gran simi-
Titud en efectos térmicos con el liquide amnidético (Tabla VvIb).

Respecto a las preparaciones comerciales de interés en Of-
talmologia, los viscoeldsticos tipo hialuronato (Tablta VIII)
exhiben un endotérmico a temperaturas entre -~27 y ~19 °C, del
orden, pues, de las que presentan l1os humores acuoso y vitreo.
En cambioc, los aceites de silicona (Tabla IX) presentan tempe-
raturas de endotérmicos muy apartadas de los componentes fisio-
16gicos oculares, en especial del vitreo, al que deben susti-

tuir.

En 1o referente a Tas ldgrimas artificiales y protectores
corneales (Tabla X), es preciso observar que los registros DSC
de ambas muestran endotérmicos a temperaturas mas altas que 1las
de los componentes naturales del ojo, si bien con diferencias

poco significativas.

Un resultado importante, obtenido del estudio de familias
de biomateriales con distinto peso molecular (viscoeldsticos
tipo hialuronato y siliconas), es que el efecto endotérmico
principal estd asociado con el peso molecular de las fracciones
constitutivas del biomaterial: cuanto mds alto es el peso mole-
cular de las fracciones de hialuronato sédico o de un aceite de
silicona, mas alta es la temperatura del endotermo. O 10 que es
To mismo, las temperaturas onset y de pico disminuyen a medida
gque el peso molecular y la viscosidad decrecen (Tablas VIII vy
IX).
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También es de resefar gue, dentro de un mismo grupo comer-
cial de biomateriales (por ejemplo, para los viscoeldsticos
Healon GY y Healon (Tabla VIII) o para los aceites de silicona
de Icbha-Domilens, Tabla IX), los cambios de entalpia del proce-
s0 endotérmico principal crecen a medida que la viscosidad vy el
peso molecular decrecen. Este resultado se traduce, si consgide-
ramos que Tos cambios de entalpia son un marcador del estado de
polidispersidad, en la constatacién de que a mas baja viscosi-
dad, méAs alta polidispersidad. E1 aceite de silticona Ioba-
Domilens 5000 cs resulta, asi, un producto optimizado en cuanto

a polidispersidad.

E1l examen de los datos térmicos para componentes naturales
del ojo recién extraidos y tras horas o dias desde la extrac-
cién (Tablas V y VIa) y entre biomateriales recientemente fa-
bricados con otros caducados (Tab1a IXa), revela gque el paso
del tiempc determina un desplazamiento de la temperatura del
endotérmico principal a temperaturas méds elevadas. Para silico-
nas se observa, adicionalmente, una diferenciacién/incremento

del pico alrededor de -35 °C.

E1l efecto del reenfriamiento de estos materiales desde la
temperatura ambiente se traduce en la desaparicidn o reduccién
dréastica del efecto endotérmico caracteristico. Asi, para vis-
coelasticos, una partida de Biolon (lote 410552) que habia mos-
trado problemas en su utilizacién y cuyo deterioro fue debido a
un reenfriamiento accidental en su transporte, exhibié el endo-
térmico caracteristico de las soluciones de hialuronato a las
temperaturas onset y de pico esperadas (-21.5 °C) pero con un
cambio de entalpia de 0.31 Jg_1, gue resulta ser un 86% mas ba-
Jjo que el registrado con otras muestras (Jlotes 33042 y anterio-
res), cuando no inferior. Resultados similares se han observado
también con siliconas (Tabla IXb), advirtiéndose, adicionalmen-
te, que la disminucidén de AH afecta en mayor grado a los pro-
ductos de mayor viscosidad y peso molecular. En algun caso
(Fig. 27}, el cambio de entalpia del efecto térmico con pico a
~-47 °C decrece en favor del efecto gque le sigue a =35 °C.
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Tabla III. Efectos térmicos DSC de c6Hrnea y cédpsula de

cristaiine de origen humano.

Componente del ojo

Endotérmicos principales

Tonset Tpico AH
(°c) (°c) (Jg 1)
Cornea% -43,0
-21.2 -17.56 3.6
Cristalino -53.0 ~43.,0 2.6
(cApsula ant.)*x* -35.9 -32.5 7.4

* Registro a Tas 36 horas del transplante

*% Registro después de varios dias de 1a extraccién y tras conservacion de

Ta muestra en medio acuoso
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Tabla IV. Efectos térmicos DSC de cristalino y esclera de
origen porcino.

Componente del ojo Endotérmico principal
Tonset, Tpico AH
(°c) (°C) (Jg™1)
Cristalino - - -
(completo)*
Esclera%x% -33.6 ~29.5 -

*No se observaron efectos térmicos en ninguno de los registros
* Registro a las 4 horas y 40 minutos de 1a extraccién
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Tabla V. Variacidén con el tiempo de los efectos térmicos

DSC de humor vitreo porcino.

Tiempo desde Efecto exotérmico Efecto endotérmico
Ta extraccién

Tonset Tpico AH Tonset  Tpico AH

(°c) ¢y gy (%) (°c)  (Jg~h

4 h. 15 min. -53.8 -48.1 -2.7 ~28.3 -26.0 2.6
5 h. 38 min. -48.6 - -2.0 - ~-25,2 -
6 h. 50 min. -47.7 -46.4 -0.7 -27.1 -24.8 2.1
9 h. 57 min. - -41.6 -0.4 -26.9 -24.1 1.8
26 h. - - - - - -
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Tabla VIa., Variacién con el tiempo de los efectos térmicos DSC de humor
acuosc humano.

Patologia Tiompo desde Efecto exotérmico Efecto endotérmico
1a extraccisn Tonset Tpico AH Tonast Tpico An
(dias) “c) (°c) g™ h) °c) °cy @s™H
Cataratas 1 -54.8 -48.5 -2.2 -25.8 ~22.5 2.5
6 -51.2 -45.3 - -25.3 -22.3 -
Glaucoma 2 -55.5 -51.6 -2.8 -26.0 -23. 4 4.3

Tabla VIb. Efectos térmicos del humecr acuoso humano en comparacién con los
del 1iguido amniético humano.

Fluido biolégico Efecte exotérmico Efecto endotérmico
Tonset Tpico AH Tonset Tpico AH
(°C) (°c) g (°c) (°c) (g h
Humor acuosox -54.8 -49.5 2.2 ~25.7 -22.5 2.5
Liquido amniéti- -58.9 -54.3 -9.3 -24.4 -21.4 17.0

cOo¥¥% -49.9 ~45.56 -3.5 ~25.1 -22.1 3.1

* Registro a las 24 heras de la extraccién
¥* Registro a las 4 horas de la extraccién
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Tabla VII. Variacién

con el tiempo de los efectos térmicos DSC de lagrimas

humanas.

Efecto endotérmico

T'Iempo desde la Tonset Tpico AH
recogida (dias)} -1
(°c) (°c) (yg™ ")

2 ~25.1 -22.7 1.3

17 -24.6 -18.9 0.3
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Tabla YIII. Efectos térmicos DSC a bajas temperaturas de preparaciones
comerciales de viscoedsticos para Oftalmologia.

Viscoeldstico Efecto exotérmico Efectos endotérmicos
Tonset Tpico An Tonset Tp-ioo An Tonset Tp'ico An
°c) “cy wsh (o) %) wagh oy "oy wa™h
Tipo NaHA:
**Provisc’’ - - - - - - -18.2 -16.2 2.3
“Healon GV'# -42.8 -37.8 -1.8 - - - -21.5 -19.3 3.7
“Amvisc"” ~46.4 ~42.1 -1.86 - - - ~21.8 -18.5 4.4
“Healon" - ~45. 4 -1.4 - - - -24.0 -22.1 5.5
“Biolon" -55.0 -49.5 -2.0 - - - -24.3 ~22.5 5.1
“ARVisc Plus“&# -48.0 -40.5% -1.0 {(-47.4 -39.8 1.0) -24.6 -22.1 4.4
“Eurovisc, ~-53.6 -48.2 -2.6 - - - -25.8 -23.7 4.1
sSL-1010"
“Vitrax" (~53.8 -44.3 -1.4) -41.2 ~39.3 0.1 -28.6 -26.2 1.3
-24.3 -23.2 -
“Viscoat"” - ~30.9 -0.5 - - - -30.3 -26.7 1.3
Tipo HPMC:
“Adato—cel” - - - -51.0 ~-40.7 0.1 - - -
“Caloftal™ - - - -42.1 -39.2 0.1 - - -
“Coatel™ - - - -35.1 -33.6 0.1 ~28.5 ~26.4 1.1
-23.7 -22.7 0.2
“Occucoat™ - - - - - - -21.8 -20.8 0.5
“Cel1lugel™ - - - - - - - - -
* E] derivado "Healon yellow” presenta un exctérmico a T, .o = —389.3 oc, Tp'ico = -37.4 8C e A
H=-4.8 Jg'1; ¥ un endotérmice a Tonaqt = -30.8 eC y Tpicc = ~29.2 9C.
*x Despudés de 42 dias, "'Amvisc Plus’'’ presenta un endotérmico a Tonget = -18.1 8C, Tpico =

-15.8 9C e AH = 4.2 Jg~ ',
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Tabla IXa. Efectos térmicos DSC para aceites de silicona de uso in-

traocular y para otras siliconas de uso médico.

Origen de los

Endotsrmo a baja temperatura

productos

Onset Pico AH

(°c) °c) g
Aceites do silicona:
Adato 8il-o1
5000 cps (5139 cs) -48,0 -42.8 21.5
PM 68000
Ioba Domilens
5000 cs8 -48.0 -43.6 10.4
PM 63000
Ioba Domilens
2000 cs -48.8 -43.8 17.4
PH 49000
Adato 8i1-01
1000 cps (1040 ca) -48.5 -44.4 32.5
PM 45000 ~-40.1 -36.3
Iobs Domilens
1000 cs ~-48.1 -45.1 26.1
PM 44500 -40.0 -35.9
Oxans Opsia
13040 cs -50.7 ~-47.3 10.7
PH 44000 -358.7 ~-35.89 11.8
Adato Si1-01* -45.7 -43.1
5000 cps -39.0 -35.5 21.5
Adato 8i1-o1* -45.4 ~42.3 31.8
1000 cps -36.9 ~33.7
Otras siliconas:
Topigel Cui Co,
{apésito) ~-45.7 -40.9 25.4
PH 100000
Xilastic
PM 70000 -47.8 -42.8 30.4

* un ano después de la fecha de caducidad
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Tabla IXb. Efectos térmicos comparativos para aceites de silicona tras dos

c¢ciclos de enfriamiento.

Caracteristicazs del aceite Datos de 1os endotermos a bajas temperaturas
Después del 1°" enfriamiento Después del 20 enfriamisnto
Torwet Tpioo AH Tonset Tpico Ak
(%) %) (a1 (%) °c) e
Icba Domilens 5000 cs -48.0 -43.6 10.4 -46.7 -44.8 1.7
Ioba Domiiens 1000 cs -4%,1 -45.1 26,1 ~-47.8 -43.2 15.8
Adato 5i1-01 5000 cps -48.0 ~42.9 21.5 -42.9 -40.9 0.9
Adato Sil1-o1 1000 cps -48.5 -44 4 27.1 -43.9 -42.6 10.3
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Tabla X. Efectos DSC a bajas temperaturas de lentes de contacto, productos
para su cuidado y protectores corneales.

Material Efecto exotdrmico Efecto endotérmico
Tonset Tpico AH Tonset  Tpico AH

(°c) %) g™ (°c) (°c) wa )

Lentes intraocuilares:

"PMMA - Jol U.S." -18.6 -7.3 35.4

“PHHA - Kabi-Ph~ -22.9 -16.4 53.4

“8ilicona - Iovision” Ausencia comprobada de efectos

Ldgrimas artificiales:

“Tears hwectante solucion” -65.2 ~61.4 -t -22.4 -21.2 5.2

“Liquifiim 14grimas™ -65.2 -61.4 -1.1 ~24.0 -20.3 3.1
- -35.3 -1.1

Modios de conservacidn de

cdrneas:

“Optisol” - - - -43.6 -38.7 0.25

“Likorol™ - - - -43. 4 -41.1 0.3

FProtectoras corneailes:

“Biocorn 72H" -21.3 -18.2 0.8

“Biocorn 24H"

“Biocorn 12H™ (-41.3) -25.0
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Siguiendo con el apartado de las preparacicnhes farmacold-
gicas conocidas como midridticos y ciclopléjicos, resalta el
hecho de gue 1los parasimpaticoliticos comerciales exhiben el
endotérmico esperado a temperaturas en torno a -20 °C, mientras
que Tos simpaticomiméticos y mixtos no presentan efecto endo-

térmico alguno (Tabla XI).

Respecto a los antiinflamatorios oculares (Tabla XII) vy
comenzando conh los esteroideos, se observa gque Jos derivados de
dexametasona muestran dos efectos térmicos a diferencia de un
efecto Unico para la dexametasona pura. Este hecho permite di-
ferenciar los efectos térmicos correspondientes a los componen-—
tes combinados con la dexametasona: -21.9 vy -17.3 °C para el
cloranfenicol en el Colircusi de Icol; -32.5 y -22 °C para la
gentamicina en Colircusi Gentadexa; y -33.0 y -16.4 °C para la
trimetroprima en Colircusi Oftalmotrim Dexa. E1 resultado de 1la
asociacién sobre la temperatura de pico del endoterme de 1la
dexametasona séic estéd claro en el caso del cloranfenicol: se

produce un corrimiento a temperaturas superiores,

De los derivados de fluorometolona, sélo Isopto—-Flucéh

muestra el endotérmico esperado (Tpjco= —20.6 °C}.

E1 preparado prednisona derivado no exhibe efecto térmico
alguno en la regidn de temperatura esperada.

Los antiinflamatorios no esteroideos gue han sido objeto
de estudio muestran una amplia variacién en las temperaturas
del endotérmico, tal como cabe esperar por las grandes diferen-
cias de composicién de los f&rmacos comparados: -20 °C para
Ocufiur; -24 y -34 °C para Indoftol y -38 °C para Voltaren. Las
temperaturas de pico de Ocuflur e Indoftol se encuentran en el
range general observado y préximas a las temperaturas de los

componentes fisioldégicos.

El efecto endotérmico DSC para los antihipertensivos ocu-
lares (Tabla XIII) se produce a mayores temperaturas para los
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p~blogueantes con efecto simpaticomimético intrinseco (-18.6 vy
. ~21 °C), que para los B-blogqueantes sin efecto simpaticomiméti-
co intrinseco (-20.3 y -21.3 °C), si bien 1l1a diferencia no es
muy marcada. Es de observar el efecto drésticamente reductor
gue preoduce el excipiente clorurco de benzalconio sobre los cam-

bios de entalpia.

ET Gltimo grupo de fdarmacos estudiados, 10s antibidéticos
oculares (Tabla XIV), muestran como caracteristica comin -al
menos en el caso de Oftalmotrim, Colircusi gentamicina y Chi-
broxin {norfloxacino)}- un endotermo en torno a -15.8 °C. La no
visualizacién de este efecteo en el caso del cloramfenicel, de
la oxitetraciclina y de la tobramicina es desconocido.
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Tabla XI. Efectos térmicos DSC de midridticos y ciclopéjicos comerciales.
Clase/Tipo Nombre comercial/ Efecto exotérmito Efecto endotérmico
Principio activo Tonsat Thico An Tonset  Tpico AH
(%) c)  g™hH (°c) %) we™hH
PS11ticos:
“Colircusi - - - -52.9 -36.4 30.7
atropina” -12.86 -11.7 8.7
“Colircusi - - - ~18.8 -18.2 B.1
tropicamida™
“Colircus{ - - - -18.4 -18.0 7.2
ciclopléjico”
Seimdtitos:
“Colirio Oculos ~56,2 -53.4 -0.7 - - -
fanilefrina™
“Diopine"” - - - - - -
dipinafrina
Mixtos:
"Colirioc Llorens -50.3 ~-46.9 -0.3
midriatico” -40.8 ~-35.6 -0.7 - - -
{FE + A)

21



Tabla XII. Efectos térmicos DSC de antiinflamatorios oculares.

Clase/Tipo Nombre comercial/ Efecto endotérmico principal
Principio active Tonset Tpica AH
(°c) °c) (g~ 1)
Antiinflamatorios
esteroideos:
Derivados
dexametasona: "Colircusi Dexametasona” -31.8 -29.7 0.2
“Colircusi de Icol” -23.3 -21.9 0.05
-18.8 ~17.3 0.1
“Colircusi Gentadexa“¥ -38.1 -32.5 0.4
- -22.0 0.05
““Colircusi Oftaimotrim -34.9 -33.0 0.12
Dexa’” ~18.8 ~16. 4 0.05
“Maxitro1"¥¥ -21.1 -18.8 4.1
Derivados
Flucrometoiona: “Isopto-Flucon™ -28.7 -20.6 6.2
"FLH" -18.0 -17.9 0.2
Prenisciona: "Poly-pred” - - -
Antiinflamatorios
no esteroideos:
“Yoltaren™ -45.9 -38.0 0.1
“Indoftol" -36.4 -34.0 0.1
-27.2 -25.2 0.15
“Ocuflur™ -21.9 -20.0 0.5

* Colircusi Gentadexa exhibe un efectoc exotérmico a -529¢ (Inicial: Tonsat= -54.1 °C: T

-52.5 °C; AH= -0.3 Jg71. A los 10 dfas: T, = -52.8 °C; Tpico™

** Maxitrol exhibe un efecto exotérmico a -64 °C (Ton99t= -66.3 °C; T,

Jg

“Voltaren®: diclofenaco sédico

-51.1 %c:

pico™

“Indoftol": indometacina + alcoholes bencflico y Peniletilico + clorurc deé benzalconio

“Ocuflur”: flurbiprofenc + alccochol pelivinilico

pico™
AH= -0.43 Jg™ 1)

-63.8 %C; AH= -0.43
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Tabla XIII. Efectos térmicos DSC de antihipertensivos oculares.
Clase/Tipo Hombre cosmercial/ Efacto exotérmico Efecto endotérmico
Principio active Taneer  Tpico An Tonset  Tpico AH
(%) Co g™ c) cy @™
B-blogueantes
Smimdticos
intrinsecos:
“*Elebloc”’’ - - - -20.5 -18.6 3.7
“*Mikelan’’ - - - ~-22.2 -21.0 0.1
B-ploqueantes
nc Seimsticos
intrinsecos:
"*Betoptic”’ - - - -21.4 -20.3 7.3
“*Betagan’’ -56.3 -54.0 -0.5 -23.7 -21.3 0.8
“*Elebloc*’: carteclol.HC1
**Mikelan’*: carteotol.HC1 + clorurc de benzalconio
“‘Betoptic’’: betaxoloT.HC]

““Betagan’’: lLevunolcl1,HC? + alcchol polivinilico + cloruro de benzalconio
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Tabla XIV.

Efectos térmicos DSC de antibidéticos oculares.

Nomsbre comsercial/

Efecto exotéraico

Efectio endotérmico

Antibistico Tonset Tpico Tonsst  Tpico AH
(°c) %c)  ehH (°c) (°c) (sg71)

**Colirio Oculos - - - - - -

Cloranfenicoi’”

**‘Colircusi Succinato de - - - {(~-4.8) (-3.1) (0.01)

GCloranfenicol’”

““oftalmotria”’ - - - -34.9 -33.0 0.12

Trimetropim—-sulfametoxazol -18.8 -16.4 0.05

**Colircusi - - - - - -

oxitetraciclina®’

*CoTircus{ - - - - - -

oxitetraciclina HCL""

**Chibroxin’’ - - - ~-17.6 ~15.0 3.8

Norfloxacino

**Colircusi Gentamicina’’ ~52.6 -50.2 -0. -17.8 -15.8 1.7

Gentamicina S04 -40,2 -36.4 -1.

*“*Tobrex”’
Tobramjcina

94



IITIA2. RESULTADOS DEL ESTUDIC DEL EFECTO EXOTERMICO A MUY
- BAJAS TEMPERATURAS.

La principal caracteristica del efecto exotérmico obser-
vado en componentes naturales del ojo y en farmacos oftalmicos
a temperaturas por debajo de -45 °C es su variabilidad con el
tiempo: a medida que este transcurre, las temperaturas onset vy
de pico se hacen més elevadas y los cambios de entalpia dismi-
nuyen., Esta caracteristica no es exhibida del mismo modo por el
efecto endotérmico descrito anteriormente y sélo es apreciable,

muy levemente, en el envejecimiento del vitreo.

La velocidad de variacién de la temperatura con el tiempo
del efecto exotérmico bajo consideracidn es mayor para compo-
nhentes naturales del ojo que para preparados oftdimicos. Dentro
de los componentes naturales del ojo, 1a maxima velocidad de
cambio corresponde al vitreo (porcino): aproximadamente 0.02 °C
min~1 segin el tiempo transcurrido desde su extirpacién. Para
fdrmacos, tréds apertura de su envase, la velocidad méaxima ha
sido registrada para ‘‘Colircusi Gentadexa’’: 0.13 °C dia~1,

Una observacién adicional, comiin a compohentes naturales
del ojo y a farmacos, es la desaparicidon del efecto para pro-
ductos envejecidos. En el caso del vitreo (porcino) esta desa-
paricién del efecto se registra a las 26 horas de la extrac-

cién.

Aunque 1a variabilidad con el tiempo del efecto exotérmico
no permite la caracterizacién rigurosa de componente o producto
alguno (y sélo parece util a efectos de envejecimiento), es po-
sible deducir, en base a las temperaturas iniciales del efecto,
que la temperatura del humor acuoso es mayor que la del vitreo
(resultado en buen acuerdo con el obtenido en base a Tas tem-

peraturas de 10s correspondientes endotérmicos).
En 1o que se refiere a los féarmacos oftdimicos estudiados,
es de destacar la presencia o ausencia relativamente arbitra-

ria, del efecto exotérmico considerado. S610 en el apartado de
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los viscoeldsticos se aprecia un comportamiento homogéneo dife-
rencial inter-grupco vy entre grupos: todos los viscoeldsticos
tipo NaHA exhiben el efecto exotérmico esperado, mientras que

todos los viscoelasticos tipo HPMC muestran ausencia de dicho

efecto.

En preparados simpaticomiméticos, *‘‘Colircusi fenilefri-
na’’ presenta el exotérmico a ~53 °C mientras “*Diopine’’ que ho

muestra efecto alguno.

Entre los antiinflamatorios oculares, sélo el grupo de los
derivados de dexametasona muestran diferencias inter-variantes:
*“Colircusi Gentadexa’’ y ‘‘Maxitrol’ exhiben el exotermo a -
54 °C y -64 °C respectivamente, mientras que ‘‘Colircusi Dexa-
metasona’ y "‘Colircusi de Icol’ no 1o manifiestan.

También entre los antihipertensivos oculares B-blogqueantes
no simpéaticomiméticos intrinsecos, resulta diferente el regis-
tro DSC de ‘‘Betoptic’ y ‘‘Betagan’ a estas temperaturas: en
‘*Betagan’’ el efecto exotérmico es reconocible en torno a -54
°C, mientras que en ‘‘Betoptic’’ no es apreciable.

Volviendo a los viscoeldsticos comerciales, y examinando
intra grupos los valores de sus temperaturas onset y de pico,
se observa que los valores mas bajos coresponden a los produc-—
tos ‘‘Eurovisc SL-1010"’, ‘‘Biolon’’ y ‘‘Healon’’.
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1118. RESULTADOS DE LOS REGISTROS DSC DE COMPONENTES
QUIMICO~ESTRUCTURALES DEL 0JO.

ITIB1. RESULTADOS PARA COMPONENTES AISLADOS.

Colageno.

Ninguna de las curvas DSC de todas las fracciones de co-
lageno Tipo I estudiadas (subtipos Sigma I a VIII) ha propor-
cionado efectos térmicos por debajo de -7 °C. Los registros
DSC, llevados a cabo hasta temperatura ambiente, sé1oc muestran
tres débiles endotermos en los rangos -4 a 2.5 °C, 5-10 °C vy
22-27 °C, Utiles sélo a propésitos de caracterizacion (Figs. 69
y 70).

Condroitin suifato C.
Su registro DSC no presenta efecto térmico alguno por de-
bajo de ~20 °C, pero a partir de esta temperatura exhibe picos

endotérmicos de intensidad progresivamente creciente. Destacan
los endotermos a 5, 11 y 25 °C (Fig. 71).

Queratan sulfato.

Al 1igual que el colageno y el condroitin sulfato C, las
curvas DSC de gueratdan sulfatoe a bajas temperaturas no presen-
tan efectos térmicos por debajo de -10 °C (Fig. 72).

Dermatan sulfato.

Parece ser que dermatdn sulfato tampoco exhibe efectos
térmicos caracteristicos por debajo de -10 ©C.
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Heparinas.

Las heparinas no fraccionadas (ambas, cédlcicas y sédicas)
de alto peso molecular medio (12000-15000 D) exhiben un endo-
termo en el rangc entre —-11 y —-15 °C, mientras que las hepari-
nas de mas bajo peso molecular (4000-6000 D) presentan ese mis-
mo efecto entre -15 y -23 °C (Ramos-Sanchez, 1985).

ITIB2. RESULTADOS PARA MEZCLAS BINARIAS DE COMPONENTES
QUIMICO-ESTRUCTURALES DEL 0JO.

Las curvas DSC de mezclas hialuronato-coldgeno, hialurona-
to-condroitina, hialuronato-dermatdn, hialuronato-queratan y
heparina-dermatan sulfatos han permitido evidenciar que colége-
no, condroitin, dermatdn y queratdn no s61¢ no exhiben efectos
térmicos a bajas temperaturas, sino que rebajan las temperatu-
ras y los cambios de entalpia de los endotermos caracteristicos

de hialuronato y heparina.

Asi, una mezcla de 30% de dermatédn sulfato y 70% de hepa-
rin sulfato (Fig. 73) presenta el efecto endotérmico caracte-
ristico de las heparinas, esperado a -15 °C, a temperaturas on-
set de ~20 °C y de pico a -18 °C,

En el casc de una mezcla de 73.6% de hialuronato sédico y
15.3% de colégeno tipo I, subtipo V Sigma (Fig. 74), la reduc-
cién de la temperatura del endotermo del hialuronato no es sig-
hificativa, pero si los cambios de entalpia, que descienden un
70%.
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Iv. DISCUSION DE RESULTADOS,




IVA. INTERPRETACION DE 10OS EFECTOS _TERMICOS A BAJAS
TEMPERATURAS, UTILIZADOS EN EL ESTUDIO DE CORRESPONDENCIA ENTRE
MATERTALES NATURALES Y ARTIFICIALES DE APLICACION EN
OFTALMOLOGTA.

En el capitulo de Intreduccidén, 1a consideracién de las
diversas estructuras de los componentes oculares nos ha 1levado
a una interpretacién de las mismas como materiales compuestos a
base de moléculas de mucopolisacaridos rellenando una red de
colageno (o como fibras de coldgeno embutidas en una matriz mu-
copolisacaridica). Informacién deseable de tales bicomateriales
es la plasticidad y resistencia a la tensién , derivadas de los
distintos tipos de coldgeno; y las propiedades viscoelédsticas y
de resistencia a la compresidn derivadas del mucopolisacarido o

mucopolisacaridos presentes.

En el capitulo de Resultados hemos mostrado como la meto-
dologia DSC a bajas temperaturas es Util al proporcionar efec-
tos térmicos relacionados con la viscosidad, gue soh comuhes a
Tos diversos componentes oculares y a los viscoeldsticos comer-
ciales de diverso arigen, pero cuyas caracteristicas
(temperaturas onset y de pico, y cambios de entalpia ) permiten

su diferenciacidn.

La interpretacién de esta pluraliidad de resultados para
Jos efectos térmicos comunes ha sido buscada por nosotros en
cinco frentes:
-En 1la heterogeneidad de los diversos mucopolisacédridos
-FEn la incidencia de los porcentajes relativos colageno y muco
polisacéaridos en cada materiatl.
-En los efectos de envejecimiento del material.
-En los efectos del peso molecular del mucopolisacarido.
-En Ta histéresis térmica de los materiales.

Estas causas de pluralidad conciernen tanto a Tos compo-
nentes oculares como a los preparados viscoelédsticos comercia-
les de composicién y origen conocido. Sin embargo, las analiza-

remos y discutiremos por separado.
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IvA1l. DISCUSION DE RESULTADOS PARA COMPONENTES OCULARES
FISIOLOGICOS.

En pricipio, las grandes diferencias de las temperaturas
con gue se registra el efecto endotérmico comin DSC a bajas
temperaturas para componentes oculares como cristalino y cédrnea
(AT=15 °C) pueden ser atribuidas a distintos porcentajes cola-
geno/mucopolisacarido, que determinan grados de hidratacién muy
diferentes, y a l1a susceptibilidad de la cérnea a hidratarse
cuando la temperatura desciende (p&g.13). En cambio, las peque-
fias diferencias de temperatura que separan la ubicacién del en-
dotermo para la esclera y el vitreo (AT=3.5 °C) pueden expli-
carse por el carédcter viscoeldstico gque comparten ¥y a pesar de
las diferencias de forma en que se encuentra el coldgeno en am-

bas (pag. 14).

La interpretacioén de las curvas DSC de los materiales bio-
16gicos en soluciones acuosas a bajas temperaturas es un asunto
espinoso: el estado del agua congelable y no congelable y 1las
interacciones agua-biomateriales son fendmenos complejos cuyo
conocimiento estéd 1leno de incertidumbre. Mientras el agua con-
gelable ha sido ascociada con el agua T1ibre, el agua no congela-
ble ha sido identificada con el contenido de agua inmovilizada,
completa o parcialmente enlazada, en soluciones y geles. Se
cree que el envejecimiento dé lugar a que el agua sea liberada
del estado de gel (vitrea) y se acumule como agua libre.
(Bettelheim y Popdimitrova, 1992; Ramos-Sdnchez y cols.,1995).

La existencia de una fase vitrea puede ser evidenciada en
nuestras curvas DSC por una inflexidén alrededor de -80 °C, que
resulta de un cambio del calor especifico de la muestra. Segun
Simateos y cols. (1990), este cambio estd ligado a una transi-
cién de segundc orden, consistente en la transformacién de un
tipo de vidrio a otro. Una fraccion del agua vitrea puede cris-
talizar en el recalentamiento, un hecho indicado por el efecto
exotérmico que se presenta alrededor de -47 °C (D en la Fig.
25). Tales hechos han sido descritos para varias soluciones
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acuosas sencillas como glicercl (Luyet y Rasmunsen, 1968; Bohon
y Conway, 1872), polivinilpirrolidena (Luyet y Rasmunsen,
1967), etilenglicol y azacares (Luyet vy Rasmunsen, 1968) asi
como para sistemas complejos, tales como plasma (Simatos 1%
Turc, 1873).

Es de resaltar que el efecto exotérmico descrito se pro-
duce sin discontinuidad tras un defecto endotérmico poce apre-~
ciable en los materiales estudiados, pero de buena resolucién
en otros sistemas tales como soluciones de heparina, espermato-
zoides, eritrocitos en suspensidn acuosa, etc.( Ramos Sanchez y
cols.). Tanto este endotérmico como el exotérmico evidenciado
en los DSC de biomateriales y farmacos oftalmoldgicos poseen la
caracteristica de experimentar con el tiempo, desplazamientos
(o corrimientos) a temperaturas superiocres. Pueden. ser conside-
rados consiguientemente, buenos marcadores de 1los procesos de

envejecimiento.

Los efectos endotérmicos presentes en nuestros registros
alrededor de -22 °C y en torno a 10 °C corresponden a una tran-
sicidn de fase no totalmente elucidada y a la fusidén del hielo,
respectivamente. E1 primero de estos endotérmicos ha sido ob-
servado por nuestro grupo de trabajo en las curvas DSC de qui-
tina, quitina-glucano y celulosa ( Martin Gil y cols., 1982) vy
para Tipopolisacdridos de bacterias gram-negativas (Ramos San-
chez y cols., 1993). Asimismo, hemos observado este efecto en
registros DSC de musculo vacuno y clara de huevo publicados por
otros autores (Simates y cols., 1990). Para guitinas y glucano-
quitinas, hemos mostrado que este efecto corresponde a una
transicién de fase entre una estructura distorsionada pobre en
enlaces de hidrégeno entre cadenas y una estructura no distor-
siocnada rica en enlaces de hidrégeno entre cadenas (en quitina,
parece que la transicién de fase tiene lugar desde 1a forma B a
la a). Para Jlipopolisacaridos, hemos postulade una transicién
de fase entre estructuras con diferentes entramados por enlace
de hidrégeno para explicar el efecto térmico observado pero,
adicionalmente, hemos asociado (segdn una relacién inversa) es-
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te efecto con el de despolimerizacién a temperaturas por encima

de 120 °C (Ramos Sa&nchez y cols., 1993).

Hoy creemos que el fendmeno gue se produce alrededor de
-22 °C puede estar mediado por la reordenacién de ambas, agua y
moléculas de soluto, en el medio agua polisacarido, y que la
temperatura del endotérmico puede ser (til para evidenciar el
estado actual de envejecimiento. Es decir: cuanto mds baja es
la temperatura de este endotérmico, méds alto es el numero de
moléculas de agua y soluto gue permanhecen enlazadas. Inversa-
mente, cuanto mas alta es la temperatura de este endotérmico,
mas alto es el entrecruzamiento entre las moléculas de soluto

(agregacién por enlace de hidrégeno) y méds alta es la movilidad

del agua.
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IVAZ. DISCUSION DE RESULTADOS PARA BIOMATERIALES
OFTALMICOS.

La discusiéh de resultados obtenidos para los diversos
preparados oftédlmicos ha sido conducida segin una clasificacidn
por grupos de indole farmacoldgica, y siempre referida a los

componhentes oftdlmicos naturales a los que va dirigida su uti-
lidad:

Viscoeidasticos tipo NaHA.

A la vista de 1a Tabla VIII puede ser observado que Jlas
temperaturas ohset y de pico y los cambios de entalpia del
efecto endotérmico a -22 °C (comun a todos los viscoeldsticos
tipo NaHA), son c¢aracteristicos para cada solucidén. También
puede ser observado que tales datos térmicos varian considera-
blemente: las temperaturas de pico de las soluciones
“Provisc’’, ‘‘Healon GV’’’ y ‘‘Amvisc’’ son aproximadamente
iguales y més altas que las de las soluciones de ‘‘Healon’’,
*Biolon’’, ‘“Amvisc Plus’’ y *‘Eurovisc’’ (a su vez bastante
aproximadas entre si) y mucho mas altas que las de ‘‘Vitrax’ vy

""Viscoat’’.

Estos resultados pueden ser asociados c¢on el peso molecu-—
lar (PM) de las fracciones de hialuronato en solucién acuosa.
Mientras '‘Healon GV’’' y ‘‘Amvisc’’ contienen fracciones de muy
alto PM y ‘"Healon’ y ‘‘Biolon’ han sido preparados con frac-
ciohes de alto PM, “‘Vitrax’ y ‘‘Viscoat’’ parecen contener

fracciones de PM medio.

E1 hecho de que las preparaciones con las fracciones de PM
mas alto ( *"Healon GV y *‘Amvisc'’) hayan mostrado las tempe-
raturas mds altas del endotermo, indica un numero aumentado de
zonas de unién (viscosidad alta) y un contenido muy alto de
agua conhgelable. Si en vez de uha granh viscosidad (propiedad
deseable cuando se requiere una matriz casi s6lida en las cavi-
dades oculares , como en c¢ierta cirugia de polo anterior), 1o
gue necesitamos es menos viscosidad y condiciones de flujo més
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favorables (para salvaguardar células endoteljales durante ci-
rugia de <cataratas), entonhces “‘Biolon’’, “*Healon’’ y
‘“Eurovisc’’ son los preparados mas aconsejables.

Podemos hacer hincapié que en las curvas DSC de ‘‘Biolon’’
y ‘““Healon’’ las temperaturas onset y de pico del endotermo ba-
Jo consideracidn son casi las mismas que la del endotermo co-
rrespondiente al humor acuoso del ojo (Tablas VIa vy VIb).

En una discusién de 1los resultados del efecto exotérmico
en torno a -47 °C hemos de hacer notar que, si prestamos vali-
dez al criterio de asociar las temperaturas de pico més bajas
con el estado menos envejecido del producto, entonces
‘*Biolon’’ y ‘‘Healeon’’ son los productos mas deseables.

Viscoeldsticos tipo no—NaHA.

Con los criterios que nos han servido de guia anterior-
mente, es decir aparicidén de efectos endotérmicos y proximidad
a las temperaturas de pico de algunos de los componentes fisio-
16gicos del ojo, podemos establecer gue de los viscoeldsticos
tipo no-NaHA, los derivados mAs optimizados son ‘‘Coateil’’ y
**Occucoat’’. Las temperaturas de su endotermo principal son
préximas a las del humor vitreo (Tabla V) vy acuoso (Tablas VI y
VII).

De cualquier modo, la ausencia de efecto exotérmico a ba-
Jjas temperaturas para todos los viscoeldsticos tipo ho-NaHA
(que si muestran los componentes fisiolégicos del ojo) es una
diferencia a tener en consideracién.

Aceites de silicona.

En las curvas DSC de aceites de silicona, la presencia de
endotermos a temperaturas bajas podria explicarse como debida a
transiciones orden-desorden a niveles supramolecular Yy molecu-
lar. Creemos que el efecto con pico a -43 °C deberia ser atri-
buido tentativamente a un cambio en la extensién de 1las regio-
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nes cristalinas desde las condiciones de enfriamiento brusco
previas al registro a las de calentamiento programado durante
el registro. Este fendmeno de cambio de orden a nivel supramo-
lecular no deberja ser afectado por contenidos bajos de compo-
hentes de bajo peso molecular en el material. Se piensa gue ta-
les componentes son la causa de la toxicidad de los aceites de
silicona cuando se aplican intraccularmente (Gabel y cols.,
1887; Johnsen y cols., 1988}. MAs clara parece ia asignacién
del efecto con pico a —-36 °C a una transicién conformacional de
las cadenas de polimetilsiloxano entre las formas curvada y 1i-
neal vy que afectaria tantoc a los componentes de ailtc pesoc mole-
cular (mayoritarios) como a los compohnentes de bajo peso mole-

cular.

De Tos resultados sobre ciclos de enfriamiento de 1los
aceites de silicona, el relativo al incremento del drea de pico
del endotermo a -36 °C (Fig. 27) nos lleva a considerar que su-
cesivos enfriamientos no sé6lo modifican la estructura conforma-
cionalde estos materiales catenarios, sino que también producen
ruptura de los enlaces de las cadenas, con e] subsiguiente in-
cremento del contenido en componentes de bajo peso molecular.

Para 1los aceites de silicona de mds baja moleculari-
dad/viscosidad (1000 cs), después de una etapa de enfriamiento
{(la previa al primer registro DSC), la aparicién en sus curvas
DSC del endotermo a -35 °C como efecto independiente del endo—
termo a -43 °C puede ser 1interpretada postulando: (i) una pre-
sencia significativa de componentes de bajo peso molecular en
los aceites ligeros, o (ii) una dran susceptibilidad de estos
aceites 1ligeros a dar componentes de hajo pesc molecular por
enfriamiento. La primera conclusi6n es acorde coh resultados
comunicados por otros autores (Nakamura y cols., 1990) y parece
contradecir las consecuencias procliamadas por las casas comer-
ciales sobre la eliminacién de los componentes de bajo peso mo-

Tecular de los aceites de silicona ligeros.

Con la anterior informacién es posible interpretar también

Tos resultados para aceites de silicona envejecidos, que mues-
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tran en algunos casos un aumento significativo del area del se-
gundo pico (-36 °C) a costa del primero (-47 °C): el paso de]
tiempo produce aceites ricos en componentes de bajo pesc mole-
cular a costa de 1a degradacidén/ruptura de los componhentes de

alto peso molecular mayoritarios.
Lentes intraoculares.

Los registros DSC han mostrado que las temperaturas onset
Y de pico de las Tentes PMMA de Kabi son méas préximas a las de
los componentes fisiolégicos del ojo que Tas de PMMA de US AJL
(Iol Inc.), y sus cambios de entalpia son mds elevados en aque-
1las que en éstas. Las lentes de silicona (a1l menos las de
“Piolens’’ de Iovisiém Inc.) no muestran, en cambio, efecto
térmico alguno en curvas calorimétricas a bajas temperaturas.

Lagrimas artificiales vy medios de conservacion de cérneas.

Aunque las soluciones de ambos tipos de preparados, l4gri-
mas artificiales y medios de conservacién de cérneas comparten
en algun caso la composicisdn, su comportamiento térmico es no-
tablemente diferente. Las primeras exhiben con gran intensidad
el efecto endotérmico a -21 °C (AH=4%1 Jg‘1), mientras en Jlos
segundos tal efecto estd ausente. La carencia de este endotermo
en el registro DSC de '‘Optisol’’, un conservante corneal con
Una composicién a base de condroitin sulfato y dextrano, es di-
ficil de explicar, a no ser que se presuma la inclusién en el
producto de edetato sédico y cloruro de benzalconio (de hecho
no especificada en Tas jindicaciones comerciales).

La comparacién del efecto endotérmico a bajas temperaturas
de ambos productos en consideracién respecto al mostrado por
las lagrimas naturales, pone de manifiesto una mayor similitud
para las l4grimas artificiales, en detrimento de los medios de

conservacion de cérnhneas.



Midridaticos y Ciclopléjicos.

Dentro de este grupo farmacolégico destaca la similitud de
los registros DSC de ‘‘Colircusi tropicamida’™ 'y ‘‘Colircusi
ciclopléjico’ y su diferencia con los de ‘‘Colircusi atropi-
na’’: la tropicamida y el ciclopentolatoc en solucién presentan
registros sencillos, con temperaturas de pico de sus endotérmi-
cos muy préximas (alrededor de ~18 °C) y cercanas a las de Tlos
humores oculares, mientras la curva DSC de la atropina exhibe
efectos miltiples a temperaturas alejadas de 1los endotérmicos

que presentan los componentes fisioldgicos del ojo.

Estos resultados premiten preveer una menor interaccidén de
las soluciones de los antimuscarinicos sintéticos con los com-
ponentes del ojo que la prevista para atropina. De hecho, aun-
que la existencia de una funcién amina terciaria es compartida
por ios tres activos y Jjustifica para todos ellos su gran capa-
cidad para atravesar membranas celulares, se ha observado que
Ta cinética es muy distinta. Segun Jordano (1285), la cinética
estd condicionhada por la unidn especifica de la droga a Jos
granos de melanina de la Uvea anterior, 1o gue modula las res-
puestas esperadas en funcién del tiempo: la respuesta cicloplé-
jica de 1a atropina es lenta y lentamente reversible en conso-

nancia con el color del iris.

Respecto a los dos simpaticomiméticos en solucibén estudia-
dos (reunidos &h uh solio grupo pese a su diferente utilizacién)
ninguno parece reunir las propiedades fisicas (estimadas térmi-
camente de los registros DSC) que serfan de desear, si bien
consideramos mAs aceptable el modo en gue se vehicula comer-
cialmente 1a fenilefrina gue el dipivalil epinefrina: el regis-
tro de 1a primera exhibe, al menos, el efecto fisiolégice a -53

©C del que carece la segunda.

Seria, pues, deseable Ta investigacién y el desarrollo de
farmacos alternativos a ‘‘Diopine’’ para vehiculizar la epine-

frina.



La comparacién de los datos térmicos del coliric “‘Llorens
midridtico’® en relacién con los preparados anteriores permite
advertir una mayer similitud con ‘‘Colirio Oculos fenilefrina’’
gue con “‘Colircusi atropina’’: el exotermo de fenilefrina se
encuentra presente, aunque desplazado a temperaturas mas aljtas
(~35.6 °C) a causa de la presencia cuantitativa del producto.
Este hecho se corresponde con la composicidén del preperade of-

t4Tmico: 4 mg/ml de fenilefrina y 2 mg/ml de atropina.
Antiinflamatorios Oculares.

Consideramos que la comparacidén y discusién de resultados
para el amplio numero de preparados de este grupo debe ser con-
ducida a través de una clasificacién giocbal en antiinflamato-
rios esteroideos y antiinflamatorios no esteroideos (AINES), vy
su subsiguiente clasificacién segin principios activos.

Dentro de Tos esteroideos es preciso sefalar, en primer
lugar, que el examen de los datos de temperaturas de pico del
endoterme comin a los derivados de dexametasona en solucién ha
mostrado la filiacién térmica de las combinaciones dexametaso-
nha~antibidtico (**colircusi de Icel'’, *‘Colircusi Gentadexa'’,
“*Oftalmotrin Dexa’’ y ‘*Maxitrol’ ) con la dexametasona pura
{"“Colircusi Dexametascona’’ }. En efecto, el endotermo que para
1a dexametasona pura aparece a -2% °C se mantiene en sus aso-
ciaciones con antibidticos, si bien a temperaturas méas altas
(como era de esperar: a -22 °C (o -17 °C) en su asociacidén con
cloranfenicol; a -23 °C con gentamicina; a -15 °C con trimetro-
pin; vy a —19 °C con neomicina). En base a estas temperaturas, e
independientemente de 1a efectividad especifica que poseen unas
u otras combinaciones, nhosotros consideramos gue los preparados
comercializados mas biocompatibles segln propiedades fisicas,
son ‘““Colircusi Gentadexa’’ (preferente por exhibir adicional-
mente el exotermo a -51°C) y **Colircusi de Icol’’ . Los efectos
endotérmicos que aparecen a -33 °C en 1os registros de las com-
binaciones dexametasona-antibiéticos son atribuibles al anti-
bidtico.



Respecto a los derivados de fluorometolona resulta evi-
dente la idoneidad del producto “‘Isopto-Flucon’’ si considera-
mos que las caracteristicas térmicas de su endotermo
(temperatura de pico —-20.6 °C; AH=6.18 Jg~1) son mas proéximas a
las de los componentes naturales que el de ‘*FML'’. Sin embar-
go, su comparacién con el producto en competencia *‘FML’’ no ha
podido ser establecida debido a que la presencia en éste pro-
ducto de edetato sédico como conservante minimiza el cambio de

energia del endotermo bajo consideracidn.

Los pobres resultados obtenidos del estudio de 1o0s AINES
{Unicamente *"Ocuflur’ e “*Indoftel’’ pueden ser biocompati-

bles) no se prestan a la obtencidn de conclusiones.
Antihipertensivos oculares.

La biccompatibilidad de los cuatro antihipertensivos ocu-
lares estudiados estd asegurada, en base a nuestro criterio,
por la presencia en los registros DSC de las soluciones de to-
dos ellos del endotérmico en torno a -20 °C. La mayor corres-—
pondencia con las temperaturas de los componentes oculares se
produce para ‘‘'Betagan’’ (con un exotermo adicional a -54 °C) vy,
sucesivamente en menor grado, para °‘‘Mikelan’’, ‘‘Betoptic’ vy
““Elebloc’’. |

Antibiéticos.

Cloranfenicol y oxitetraciclina no presentan efectos DSC a
bajas temperaturas. Si los presentan las disoluciones de nor-
floxacino (*‘Chibroxin’’) y gentamicina S04 de Colircusi: la de
éste Gltimo exhibe un endotermo en torno a -15.8 °C y dos exo-
termos alrededor de -36.4 °C y -50.2 °C mientras 1la de norflo-
xacino muestra unicamente un endotermo a -15.0 °C. En la aso-
ciacién de gentamicina con dexametasona {gentadexa de Colircu-
si), el endotermo de gentamicina se desplaza a la izquierda (a
mids bajas temperaturas}, como es usual en el componente térmico
de los polisacdridos cuando estédn combinados con otras especies

guimicas minoritarias.



V. CONCLUSIONES.




Las curvas DSC a bajas temperaturas de los tejidos de

leos diversos componentes naturales del ojo exhiben efectos tér-

1a.
micos comunes cuyas variaciones estan determinadas por su com-
posicion especifica (e interacciones con el agua) y por el pro-

ceso de envejecimiento.

2a, Las curvas DSC a bajas temperaturas de gran parte de
Tos viscoelasticos ¥ de cotros farmacos de uso oftdIimico que Ta
experiencia clinica ha validade como biocompatibles, también

muestran los efectos térmicos observados para los componentes

naturales.

2a. Para tos viscoeldsticos tipo hialuronate (uno de 1los
grupos de preparados farmaceUticos mejor estudiados) se ha de-
mostrado que la temperatura de pice del endotermo presente en
sus curvas DSC, alrededor de -21 °C, puede ser asociada direc-
tamente con el peso molecular de la fraccidén hialuronato en so-

Tucidn acuosa.

48, Las caracteristicas térmicas (temperaturas onset y de
pico, vy cambio de entalipia) de los endotermos de los registros
DSC de “*Biolon’, "‘Healon’’ y ‘“‘Eurovisc’’ han resultado ser
scrprendentemente andlogas a las del humor acuoso del ojo huma-

no.

58. Para los aceites de silicona de uso oftdimico, se ha
demostrado gque las temperaturas de sus endotermos DSC en el
rango entre -43 y -36 °C pueden ser asociadas directamente con

suU pesc molecular y viscosidad.

6. El1 reenfriamiento y el envejecimientc de los aceites
de silicona de uso oftdimico dan Tugar a cambios en sus curvas
DS8C, que pueden ser +interpretados involucrande un enriqueci-

miento en componentes de bajo peso molecular.

74, Dentro de un mismo grupo comercial de biomateriales,
Tos cambios de entalpia del proceso endotérmico principal cre-
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cen a medida gue el peso molecular y la viscosidad decrecen.
Este resultado se traduce, si consideramos gque Tos cambios de
entalpia son un marcador del grado de polidispersidad, en la
constatacién de gue a mas baja viscosidad, mads alta polidisper-

sidad.

8a,. Las 1l4agrimas artificiales aunque, aparentemente,
comparten composiciones similares con los productos conservado—
res de cédrneas, eh realidad muestran comportamientos térmicos
diferentes. Los efectos térmicos de las 14grimas artificiales
son mas préximos a los de las ldgrimas naturales gque los de Tos

medios conservadores de cdérheas.

sa. La heterogeneidad intragrupo de 1los midridticos vy
ciclopléjicos vy Tla especificidad de cada uno de ellos en su
aplicacién, no permiten seleccionhar entre preparados alternati-
vos en base a las caracteristicas térmicas. Solamente es posi-
ble asegurar la compatibilidad de "*Colircusi Tropicamida’ vy
“*Colircusi Ciclopléjico’ con los componentes oculares aten-

diendo a la similitud de sus registros térmicos.

102. E1 examen de l1os registros DSC de los antiinflamato-
rics esteroideos oculares también ha mostrado una correspon-
dencia prédcticamente general de sus efectos térmicos con los
componentes fisioldgicos del ojo. Consideramos, en base a este
criterio, que 1los productos mas optimizados resultan ser
**Colircusi Gentadexa' , ‘'‘Colircusi de Icol’” e ‘‘Isopto-
Flucon’'. De los antiinflamatorios no esteroideos, 1os produc-
tos méds biocompatibles desde el punto de vista térmico son
““Ocuflur’’, en primer lugar, e ‘‘Indoftol’® en segundo.

11&, De los antihipertensivos oculares estudiados,
‘*Betagan’’ es el que mayor correspondencia muestra con Jlos
componentes naturales del ojo, en cuanto a efectos térmicos se
refiere. Le siguen en este tipo de biocompatibilidad
“Mikelan’’, ‘‘Betoptic’ y ‘‘Elebloc’’.
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128, Los anhtibidticos més utilizados en Oftalmologia mues-
tran un comportamiento térmico polarizado bien en la no apari-
cidh de endotermos a bajas temperaturas o en la aparicidén de un
endotermo a -16.8 °C (para “‘Oftalmotrim’’, *‘Chibroxin’’ vy
‘“Colircusi gentamicina’’ ). En base a los registros DSC de com-
binaciones antiinflamatorios-antibiético, se han podido esta-
blecer relaciones de filiiacidén térmica entre las asociaciones

dexametasona-antibiéticos con la dexametasona pura.

134, E1 efecto exotérmico que se registra hacia —-47 °C pa-
ra los diversos biomateriales estudiados sufre desplazamiento a
temperaturas mds altas a medida que pasa el tiempo. Este fend-
meno es considerablemente mds rapido para los componentes natu-
rales del ojo que para los farmacos en solucién. E1 humor vi-

treo del ojo es el componente natural que més réapidamente enve-

jece.

142, Se ha evidenciado 1la dificultad de explorar la co-
rrespondencia del comportamiento térmico de mezclas de consti-
tuyentes gquimicos del ojo con el comportamiento observado sobre
los componentes naturales. Se sugiere, en consecuencia, que el
éxito de cualquier estudio sucesivo en este campo estard condi-
cionado a la valoracidén de los efectos térmicos de las subfrac-

ciones fisiolégico-estructurales de 10s componentes naturales.
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