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La presente invencion se refiere a microemulsiones
oftalmicas compatibles con la pelicula precorneal que
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vehiculo de farmacos para su administracién por via
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DESCRIPCION

Microemulsion oftadlmica, procedimiento de obtencién y uso dado a la misma

La presente invencion se refiere a microemulsiones oftalmicas compatibles con la pelicula
precorneal que se pueden utilizar como lagrimas artificiales y como vehiculo de farmacos
para su administracién por via tépica ocular. De la misma manera se refiere al procedimiento

de obtencién de la microemulsion.

Antecedentes de la invencion

La superficie ocular estd compuesta por varias capas entre las cuales se encuentran el

epitelio corneal, epitelio conjuntival, glandulas de meibomio y glandulas lacrimales.

Asi mismo, recubriendo las mismas se distribuye una fina pelicula conocida como pelicula
precorneal o lagrimal, con componentes acuosos, mucinosos y lipidicos cuya principal
funcién es lubricar y proteger la superficie ocular. Esto contribuye a evitar la evaporacion de
la fraccion acuosa y a preservar la osmolaridad normal de la lagrima (=300 mOsmi/L).
Cuando se produce una evaporacion excesiva del componente acuoso o un defecto en la
secreciéon del componente lipidico encargado de evitar la evaporacién de la fraccion acuosa,
se produce un incremento en la osmolaridad de la lagrima (>330 mOsm/L), que
desencadena una serie de procesos inflamatorios asociados a alteraciones en la superficie
ocular y pérdida de células del epitelio conjuntival y corneal, manifestandose la enfermedad
de ojo seco (EOS). Estos procesos desencadenan una cascada de sucesivos eventos

inflamatorios y muerte celular que cronifican esta enfermedad.

Se han desarrollado diferentes sistemas de administracion topica ocular de farmacos con el
objetivo de disminuir la sintomatologia de ojo seco y contrarrestar los diversos eventos de
muerte celular e inflamacion en la superficie ocular. Se hayan en investigacion y desarrollo
formulaciones liposomales para el tratamiento de ojo seco debido a su capacidad para
proveer a la pelicula precorneal de la pelicula lipidica, asi como para encapsular sustancias

activas tanto hidrofilas como hidrofobas.

Algunos autores han sefialado el potencial sobre la utilizacion de nanoemulsiones para la
inclusion de principios activos hidrdfilos y lipdfilos en el tratamiento de diversas patologias

oculares. Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales tanto acuosas como oleosas en
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las que la fase dispersa forma goticulas nanométricas comprendidas entre 100 y 400 nm en
la fase dispersante. Estas pueden ser del tipo W/O u O/W en funcion de cual sea la fase
dispersante o mayoritaria (aceite o agua respectivamente). A su vez se caracterizan por
necesitar un aporte energético para su elaboracioén siendo por tanto termodinamicamente
inestables. Debido a esto, muchas nanoemulsiones son producidas mediante
homogenizacién a alta presion, ya que se necesita superar la energia de barrera para formar
un sistema estable. Por lo tanto, es de gran interés el desarrollo de emulsiones mas

sencillas de obtener.

En la misma linea, se ha descrito ampliamente una asociacion entre el uso de agentes
antiglaucomatosos de forma croénica y la aparicion, el empeoramiento o el desarrollo de la
enfermedad de ojo seco. En muchos casos, las formulaciones antiglaucomatosas contienen
como conservante cloruro de benzalconio, el cual tiene toxicidad sobre el epitelio corneal, el
conjuntival y la superficie ocular en general. El cloruro de benzalconio produce un
incremento en la expresibn de marcadores inflamatorios en los epitelios corneal vy
conjuntival, y disminuye la densidad de células caliciformes. Estos eventos conllevan una
inflamacién crénica, asi como una desestabilizacion de la pelicula prelagrimal con la
consiguiente aparicion de un ambiente hiperosmolar. En muchos casos la enfermedad de
0jo seco producida por la inestabilidad de la pelicula prelagrimal puede exacerbarse debido
a la administracién de los agentes antiglaucomatosos en régimen de dosis multiple. Por lo
tanto, es de interés el desarrollo de un producto antiglaucomatoso que no implique todos

estos problemas.

En la patente EP1985298 se describe una emulsion ocular con prostaglandina.

En la presente invencion se describe una microemulsion ocular con capacidad de utilizarse

como lagrima artificial y como vehiculo de medicamentos oculares.

Descripcion de la invencién

En la presente invencion se ha desarrollado una microemulsion oftalmolégica que tienen la
capacidad de solubilizar farmacos hidrofébicos que son dificiles de vehiculizar en medio
acuoso y/o para aumentar la baja biodisponibilidad de aquellos que tienen una

permeabilidad disminuida.

Las microemulsiones se caracterizan por tener tamafos de goticulas nanométricos,
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normalmente comprendidos entre 10 nm y 100 nm. La reduccion del diametro de goticula,
implica un incremento de su superficie activa, viéndose incrementada la funcionalidad de la
sustancia medicinal y el efecto terapéutico. Ademas, no necesitan aporte energético para su
elaboracion siendo esta espontanea y termodinamicamente estables, con caracteristicas
analogas a una disolucién ideal. Debido a esto, su perfil de estabilidad puede durar anos, ya
que su perfil energético es muy distinto a las macro- y nano- emulsiones. Al igual que las
anteriores, pueden existir de varios tipos en funcién de la naturaleza de la fase dispersa y
dispersante (w/o u o/w). Contrariamente a lo que se cree, el tamano de goticula de las
nanoemulsiones esta comprendido entre las macroemulsiones y las microemulsiones

(aproximadamente 100-500 nm).

Asi mismo, la naturaleza de las microemulsiones es particularmente atractiva para la via de
administracion ocular debido a que forman soluciones transparentes con baja tension
superficial y tamafos de goticula muy pequefos, 0 que promueve un aumento en la
internalizacion de las sustancias activas. Las microemulsiones oftalmicas de la invencion

son compatibles con la pelicula precorneal.

Por tanto, se presentan las microemulsiones como sistemas termodinamicamente estables
con una capacidad superior de internalizacion con potencial uso para transportar sustancias
activas al interior celular, concretamente cuando se trata de barreras cuya funcién principal

es la de impedir el paso de sustancias tales como las presentes en la superficie ocular.

Las microemulsiones incluyen una fase acuosa y otra oleosa, e incorporan agentes

surfactantes y cosurfactantes para la formacion de la microemulsion.

Por lo tanto, el primer aspecto de la invencion se refiere a una microemulsion oftalmica que
comprende:

una fase acuosa y

una fase oleosa que comprende: un aceite vegetal, un éster de &cido graso
farmacéuticamente aceptable, un compuesto glicol, escualeno, agentes surfactantes y

agentes cosurfactantes.

El término microemulsion se refiere a una emulsion con un tamafio de goticula comprendido

entre 10 nm a 100 nm.

El término “compuesto glicol” se refiere a un compuesto con dos o mas sustituyentes
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hidroxilo.

El término “aceite vegetal’ se refiere a una mezcla de triglicéridos de origen vegetal o
similar. Ejemplos de aceites vegetales son aceite de argan, aceite de maiz, aceite de palma,
aceite de coco, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de colza, aceite de girasol, aceite

de sésamo, aceite de soja.

El término “éster de acido graso farmacéuticamente aceptable” se refiere a un éster de
alquilo C1.6 de un acido graso Cio20, que es adecuado para su uso en contacto con los

tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad, irritacién, respuesta alérgica.

El término “agentes cosurfactantes” se refiere a compuestos que junto a los surfactantes

estabilizan la microemulsion.

El procedimiento objeto de la invencion que aqui se describe se refiere a la preparacion de

microemulsiones en medio acuoso compatibles con la pelicula precorneal.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de la
microemulsién de la invencién que comprende las etapas de:

a) mezclar los compuestos que comprende la fase oleosa,;

b) afadir la fase acuosa;

c) filtrar

d) estabilizar.

Los ultimos aspectos de la invencion se refieren a los usos que son la utilizacion de la
microemulsién de la invencion como lagrimas artificiales y como vehiculo de principios
activos con baja biodisponibilidad y/o poco hidrosolubles para facilitar su administracién por

via tépica ocular.

Por lo tanto, otro aspecto se refiere a la microemulsion para su uso como lagrimas
artificiales. Igualmente, la invencion se refiere al uso de la microemulsién definida arriba
para su uso como vehiculo de farmacos para su administracion por via tépica ocular y para

su uso en el tratamiento de la hipertensién ocular.

Finalmente, también se refirié al uso de la microemulsién para su uso en el tratamiento del

glaucoma.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la morfologia de la microemulsion-base (MB) visualizada mediante
cryo-TEM a 73.000 aumentos (a) y SEM a 200.000 aumentos (b). La escala situada en la
parte inferior derecha comprende un tamafo de 50 nm (a) y 200 nm (b). Las
microemulsiones comprendidas en el rango anteriormente descrito se muestran con una

flecha.

La Figura 2 muestra una distribucién de tamafios de la microemulsion-base (MB)
representados en escala semi-logaritmica expresados como % Chan (porcentaje de

volumen en el canal) frente al tamafo expresado en nanémetros.

La Figura 3 muestra un reograma obtenido para el estudio de viscosidad de la
microemulsién-base (MB). Se representa esfuerzo de cizalla (Pa) y viscosidad (1) frente a

velocidad de cizalla (1/s).

La Figura 4 muestra una viabilidad celular (%) con el vehiculo base incubado a 37°C durante
1y 4 horas en lineas celulares epiteliales de cérnea y conjuntiva. Se utilizan dos controles,
uno positivo (+; cloruro de benzalconio 0,005%) y otro negativo (-; solucién acuosa de NaCl
0,9%).

La Figura 5 muestra resultados del ensayo de captacion celular de la formulacion
microemulsién-base (MB) por células epiteliales de cornea humana (HCE). Se muestran
células HCE expuestas a una suspension de cumarina 10 pyg/mL durante 15 minutos (a), MB
cargada con cumarina 10 pyg/mL durante 15 minutos (b), suspensién de cumarina 10 ug/mL
durante 30 minutos (c) y a MB cargada con cumarina 10 ug/mL durante 30 minutos (d). La

barra de escala representa 50 ym.

La Figura 6 muestra una morfologia de la microemulsiéon-base con acido hialurénico (MB-
HA) visualizada mediante cryo-TEM a 73.000 aumentos (a) y SEM a 200.000 aumentos (b).
La escala situada en la parte inferior derecha comprende un tamafio de 50 nm (a) y 200 nm
(b). Las microemulsiones comprendidas en el rango anteriormente descrito se muestran con

una flecha.

La Figura 7 muestra una distribucion de tamanos de la microemulsion-base con acido

hialuronico (MB-HA) representados en escala semi-logaritmica expresados como % Chan
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(porcentaje de volumen en el canal) frente al tamafo expresado en nanémetros.

La Figura 8 muestra un reograma obtenido para el estudio de viscosidad de las
microemulsién-base con acido hialurénico (MB-HA). Se representa esfuerzo de cizalla (Pa) y

viscosidad (n) frente a velocidad de cizalla (1/s).

La Figura 9 muestra la viabilidad celular (%) de la microemulsiéon con hialuronato sdédico
(MB-HA) incubada a 37°C durante 1 y 4 horas en lineas celulares epiteliales de cérnea y
conjuntiva. Se utilizan dos controles, uno positivo (+; cloruro de benzalconio 0,005%) y otro

negativo (-; solucién acuosa de NaCl 0,9%).

La Figura 10 muestra la viabilidad celular (%) de microemulsion-base con sustancias
osmoprotectoras y reepitelizantes incubadas a 37°C durante 1 y 4 horas en lineas celulares
epiteliales de cornea. Se utilizan dos controles, uno positivo (+; cloruro de benzalconio

0,005%) y otro negativo (-; solucion acuosa de NaCl 0,9%).

La Figura 11 muestra presiones intraoculares (expresadas en porcentaje de la presion
basal) obtenidas con la formulacion MB-HA (APIO>10 %) en comparacion con las

encontradas con la microemulsion-base que se utiliza como control (APIO<10 %).

La Figura 12 muestra una morfologia de la microemulsion con hialuronato sédico y
latanoprost (MB-HA-Latanoprost) visualizada mediante cryo-TEM a 73000 aumentos (a) y
SEM a 100000 aumentos (b). La escala situada en la parte inferior derecha comprende un
tamafo de 50 nm (a) y 200 nm (b). Las microemulsiones comprendidas en el rango

anteriormente descrito se muestran con una flecha.

La Figura 13 muestra una distribucion de tamafios de la microemulsién con &cido hialurénico
y latanoprost (MB-HA-Latanoprost) representados en escala semi-logaritmica expresados
como % Chan (porcentaje de volumen en el canal) frente al tamafio expresado en

nandmetros.

La Figura 14 muestra un reograma obtenido para el estudio de viscosidad de las
microemulsién con &cido hialurénico y latanoprost (MB-HA-Latanoprost). Se representa

esfuerzo de cizalla (Pa) y viscosidad n (Pa-s) frente a velocidad de cizalla (1/s).

La Figura 15 muestra la viabilidad celular (%) de microemulsion con hialuronato sdédico y
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latanoprost (MB-HA-Latanoprost) incubadas a 37°C durante 1 y 4 horas en lineas celulares
epiteliales de cérnea y conjuntiva. Se utilizan dos controles, uno positivo (+; cloruro de

benzalconio 0,005%) y otro negativo (-; soluciéon acuosa de NaCl 0,9%).

La Figura 16 muestra presiones intraoculares expresadas en porcentaje de la presién basal
obtenidas con la formulacion MB-HA-Latanoprost y el Monoprost comercial que se usa como

referencia en el ensayo. La microemulsién-base (MB) se emplea como formulacién control.

Descripcion de una realizacién preferida

Como se ha dicho el primer aspecto de la invencién se refiere a una microemulsion oftalmica
que comprende:

una fase acuosa y

una fase oleosa que comprende: un aceite vegetal, un éster de &cido graso
farmacéuticamente aceptable, un compuesto glicol, escualeno, un agente surfactante y un

agente cosurfactante.

De manera preferente el aceite vegetal esta en una concentracién en masa respecto a la
masa total de la microemulsién en un rango comprendido entre 0,001% y el 2%, el éster de
acido graso farmacéuticamente aceptable en una concentracién en masa respecto a la
masa total de la microemulsién en un rango comprendido entre el 0,05% y el 4% vy el
compuesto glicol estd en una concentracidbn en masa respecto a la masa total de la

microemulsién en un rango comprendido entre el 0,5% vy el 4%.

De manera particular en la fase oleosa de la invencion el aceite vegetal es aceite de soja, el
éster de acido graso farmacéuticamente aceptable es oleato de etilo y el compuesto glicol es

propilenglicol que favorece la disolucién de los componentes hidrofébicos.

De manera preferente el surfactante de la microemulsion estd en una concentracion en
masa respecto a la masa total de la microemulsién en un rango comprendido entre 0,1% vy el
2% vy el cosurfactante estd en una concentracion en masa respecto a la masa total de la

microemulsién en un rango comprendido entre el 0,5% vy el 3%.

De manera particular como surfactantes de la microemulsién es fosfatidilcolina de soja y el
cosurfactante es ricino polioxilico 35 (Kolliphor EL®. En concreto la fosfatidilcolina, tras su
administracion, va a disminuir la tensién superficial de la pelicula lagrimal lo que favorece su

rapida extensibilidad e interaccién con las mucinas de la superficie ocular.
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En general a las microemulsiones se les pueden anadir diferentes compuestos activos que,
sin ser farmacos, tienen propiedades osmoprotectoras, reepitelizantes, antiinflamatorias y/o
antioxidantes y protegen a la superficie ocular de posibles efectos adversos que se pueden
producir con el uso continuado de la preparacién durante largos periodos de tiempo. Estos

compuestos segun su naturaleza se incluiran en la fase acuosa o en la fase oleosa.

De manera preferente la fase oleosa comprende activos liposolubles seleccionados entre:

acido oleandlico, ubiquinol y/o vitaminas liposolubles.

De manera preferente el escualeno se encuentra en una concentracion en masa respecto a

la masa total de la microemulsiéon en un rango comprendido entre el 0,1% y el 2%.

De manera preferente la microemulsion comprende wuna sustancia medicinal
antiglaucomatosa, mas preferentemente prostaglandinas, de manera particular la fase
oleosa comprende latanoprost, numero CAS 130209-82-4. El latanoprost pertenece al grupo
de medicamentos conocidos como analogos de las prostaglandinas. Se utiliza para tratar
enfermedades como el glaucoma de angulo abierto y la hipertensién ocular en adultos.
Ambas enfermedades estan relacionadas con un aumento de la presion dentro del ojo, lo
que puede llegar a afectar a la vision. El latanoprost actuia aumentando la salida natural del

humor acuoso desde el interior del ojo al torrente sanguineo.

De manera preferente la fase acuosa comprende compuestos mucoadhesivos y/o
mucomiméticos. De manera preferente el compuesto mucoadhesivo y/o mucomimético de la
microemulsién esta en una concentracibn en masa respecto a la masa total de la
microemulsion en una proporcién inferior al 0,8%. Mas preferentemente los compuestos
mucoadhesivos y/o mucomiméticos se seleccionan entre: acido hialurénico y sus sales,

dextrano, derivados de la celulosa, condroitin sulfato, quitosano, alginatos, y goma gelano.

De manera particular el compuesto es acido hialurénico o las sales del mismo, presentando
caracteristicas similares a la de la pelicula precorneal. Esta microemulsion se puede utilizar

como lagrimas artificiales.

En la fase acuosa se incorpora el agente isotonizante (trehalosa, cloruro sédico, glucosa)
para conseguir una osmolaridad ajustada para uso clinico y el agente adecuado para
tamponar el preparado hasta pH adecuado. Los preparados podran ser isoténicos o

hipotdnicos.
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Por lo tanto, preferentemente la fase acuosa comprende un agente isotonizante y mas
preferentemente el agente isotonizante se selecciona entre: trehalosa, cloruro sddico,

glucosa, fructosa, manitol, sorbitol, ribitol, eritritol y dextrosa.

De manera preferente la fase acuosa comprende activos hidrosolubles seleccionados entre:
vitaminas hidrosolubles, betaina, clusterina y L-carnitina, taurina, glicina, ribitol, ectoina y

aminoacidos. De manera particular betaina, leucina.

De manera preferente la fase acuosa tiene una osmolaridad comprendida en un rango entre
150 mOsm/kg y 330 mOsm/kg.

De manera preferente la microemulsién comprende: agentes capaces de disminuir la
presion intraocular, agentes neuroprotectores, material genético como el ADN y el ARN,

proteinas y acidos nucleicos, inmundgenos como escualeno y polisorbato 80.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de la microemulsion
de la invenciéon que comprende las etapas de:

a) mezclar los compuestos que comprende la fase oleosa,;

b) anadir la fase acuosa;

c) filtrar

d) estabilizar.

De manera preferente la etapa a) se realiza a una temperatura comprendida entre 20°C y
30°C y con proteccion de la luz, en la etapa b) se afade la fase acuosa a la fase oleosa en
agitacién, en la etapa c) el filtrado se realiza con un filtro que tiene un tamafo de poro entre
0,20 ym y 0,25 ym y donde la etapa d) de estabilizacioén se realiza a una temperatura entre
2°Cy 25°C.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos tienen Unicamente caracter ilustrativo de esta invencion, y no deben

ser interpretados en sentido limitativo de la misma.

Ejemplo 1

1° Preparacion de las fases
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FASE OLEOSA (para 10 g de microemulsion). Se utilizaron oleato de etilo 0,8 % (m:m),
aceite de soja 0,2 % (m:m), Kolliphor EL® 1 % (m:m), propilenglicol 1 % (m:m),

fosfatidilcolina de soja 0,5 % (m:m) y escualeno 0,2 % (m:m).

Se mezclaron los diferentes componentes y dejé en agitacién a 400 rpm, y a temperatura

ambiente, durante un minimo de 30 min hasta conseguir trasparencia.

La osmolaridad de la fase oleosa, sin activos liposolubles, es proxima a 170 mOsm/L.

FASE ACUOSA (para 10 g de microemulsion). Se utilizaron acido hialurénico 0,2 % (m:m),
trehalosa cs. para osmolaridad deseada (250-300 mOsm/kg), agua csp. 10 g de

microemulsién (primera fase acuosa).

Se preparé una segunda fase acuosa igual a la anterior sin acido hialurénico. La
microemulsién preparada con la fase acuosa sin acido hialurénico se denomina a partir de

ahora MB, microemulsion base.

Y una tercera fase acuosa con acido hialurénico con la adicion de activos osmoprotectores y
reepitelizantes a esta formulacion que favorece su utilizacion como vehiculo de farmacos
hipotensores oculares como tratamientos prolongados y que posibilitan la manifestacion de

alteraciones de la superficie ocular.

2° Elaboracién de la microemulsion

La elaboracion de la microemulsién se realizé a temperatura ambiente y con proteccion de la
luz. Se afnadio la totalidad de cualquiera de las fases acuosas, en un solo paso, a la fase
oleosa que se encontraba en agitacién a 1.000 rpm. Se mantuvo la agitaciéon a 1.000 rpm
durante 10 minutos. Se filtrd, utilizando un filtro hidréfilo de baja retencién, con un tamano de

poro de 0,22 um. Se dejé estabilizar en nevera a 2-8 ° C durante 24 horas.

3° Caracteristicas de la microemulsiéon obtenidas en el punto 1° y 2° referenciada como MB

(microemulsién base sin acido hialurénico)

Esta caracterizacion se limita a la microemulsion segun lo descrito en este ejemplo.
La morfologia de las goticulas fue estudiada utilizando las técnicas de cryo-TEM y SEM.
Para ello se utilizaron los equipos 200 kV FEI TALOS Arctica y JEOL JSM 7600F,

respectivamente. Las fotografias obtenidas se muestran en la Figura 1 apartados a) y b).
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El preparado MB presenta valores de pH de 7,27 £ 0,12.

El diametro de las particulas emulsionadas de la microemulsion se determiné utilizando el
método de dispersidon de luz dinamica (DLS) (también llamado de espectroscopia de
correlacion foténica). El valor del diametro medio volumen de las particulas obtenidas en
distintos lotes de la microemulsién oscilan entre 21 y 23 nm con desviaciones estandar (SD)
entre 4,5 y 5,3 nm. El porcentaje de particulas superiores 50 nm fue, en todos los casos,

inferior al 1 % (Figura 2).

Los valores de potencial zeta para los distintos lotes fluctuaron entre -7 y -9 mV (las medidas

se realizaron a temperatura ambiente con un Autosizer 4700, Malvern).

Las medidas de tensién superficial se realizaron con un tensiometro de la marca comercial

Kruss (K-11) utilizando el método de la placa y se obtuvieron valores entre 34 y 38 mN/m.

En la evaluacién reoldgica del vehiculo MB a velocidades de cizalla entre 0 y 1.000 s y
temperatura ambiente, se observa que aparece un comportamiento newtoniano con valores
de viscosidad dinamica entre 1,1 y 1,3 mPa-s (Figura 3). Para su determinacién se utilizé el
equipo Discovery HR-Hybrid Rheometer DHR-1 con un sistema de placas paralelas de 60

mm.

En los ensayos de citotoxicidad in vitro se utilizaron lineas celulares epiteliales de cornea
humana (hTERT-HCEC) y de conjuntiva humana (HConEpiC). Para el estudio se utiliz6 la
técnica de reduccién, a nivel mitocondrial, de la sal bromuro de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a un producto coloreado (formazan) (Mossman T. J Immun Methods
1983, 65:55-63). Como control negativo se utilizé cloruro sédico al 0,9 % y como control
positivo cloruro de benzalconio al 0,005 %. Las soluciones se incubaron a 37 °C durante 1y
4 horas. Los resultados obtenidos demostraron una tolerancia superior al 90 % a los tiempos

ensayados por lo que se considera que es 6ptima (Figura 4).

En un ensayo inicial de captacion celular de las goticulas lipidicas por células epiteliales de
cérnea humana (hTERT-HCEC) utilizando la microemulsiéon marcada con un colorante
fluorescente, la cumarina-6 sustancia muy lipofila, se manifesté captacion a los 15y 30 min

de exposicidon segun se muestra en la Figura 5.

4° Caracteristicas de la microemulsién segun el punto 1° v el 2° con hialuronato sédico al 0,2
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% como polimero mucoadhesivo (se denomina MB-HNa).

La caracterizacion de esta formulacion (MB-HNa) se llevé a cabo utilizando los mismos

equipos que los indicados en apartado 3°.

La morfologia de las goticulas fue estudiada utilizando las técnicas de cryo-TEM y SEM Las

fotografias obtenidas se muestran en las Figuras 6 apartados a) y b).

El preparado MB-HNa presenta valores de pH comprendidos entre 6,79 + 0,05.

El diametro medio volumen de las particulas obtenidas en distintos lotes de la microemulsién
con hialuronato sédico oscilan entre 29 y 37 nm con desviaciones estandar (SD) entre 6,9 y

7,4 nm. El porcentaje de particulas superiores a 50 nm fue inferior al 11 % (Figura 7).

El potencial zeta fluctué entre -0,1 y 0,2 mV (las medidas se realizaron a temperatura

ambiente).

Las medidas de tension superficial sobre el vehiculo de la invencién con hialuronato sodico

se encontraron valores entre 35y 38 mN/m.

En la evaluacion reologica del vehiculo a temperatura ambiente de la invencion con
hialuronato sodico a velocidades de cizalla entre 0 y 1.000 s se manifiesta un
comportamiento newtoniano con valores de viscosidad dinamica entre 4,3 y 4,5 mPa-s
(Figura 8).

En los ensayos de citotoxicidad in vitro se utilizaron lineas celulares epiteliales de cornea
humana (hTERT-HCEC) y de conjuntiva humana (HConEpiC). Para el estudio se utilizé la
técnica de reduccién, a nivel mitocondrial, de la sal bromuro de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a un producto coloreado (formazan) (Mossman T. J Immun Methods
1983, 65:55-63). Como control negativo se utilizé cloruro sédico al 0,9 % y como control
positivo cloruro de benzalconio al 0,005%. Las soluciones se incubaron a 37 °C durante 1y
4 horas. Los resultados obtenidos demostraron una tolerancia superior al 90 % a todos los

tiempos ensayados (Figura 9).

Esta composicién farmacéutica (MB-HNa) con caracteristicas de pelicula preocular tiene la
capacidad de disminuir la tension ocular en el conejo. Asi se puede observar en los

resultados obtenidos en esta especie animal tras la administracion de 25 pL de la
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formulacién (Figura 11). Se observa una disminucion de la presién intraocular entre valores

del 15 al 17 % a partir de las 2 horas de la instilacion que se mantiene durante 6 horas.

5° Caracteristicas de la microemulsiéon segun la invencidon con agentes opcionales

A este vehiculo (MB-HNa) basado en la microemulsion objeto de la invencién con
hialuronato sédico se le puede anadir componentes opcionales osmoprotectores vy
reepitelizantes como la betaina, la leucina y la I-carnitina. No existe comercializada ninguna

lagrima artificial que sea una microemulsién que incluya estos componentes.

En los estudios realizados con la linea celular de cérnea humana (hTERT-HCEC), se
incluyeron formulaciones con sustancias opcionales osmoprotectoras y reepitelizantes como
la betaina y la leucina, manteniéndose la buena tolerancia en las formulaciones que incluyen
los activos indicados (Figura 10). Esta composicion derivada de la microemulsion objeto de
la invencién debido a las caracteristicas indicadas en este apartado puede ser utilizada
como sustituto lagrimal. Este hecho junto con la adicién de activos osmoprotectores y
reepitelizantes a esta formulacién favorece su utilizacion como vehiculo de farmacos
hipotensores oculares que suponen tratamientos prolongados y posibilitan la manifestacion

de alteraciones de la superficie ocular.

6° Caracteristicas de la microemulsidn segun la invencidn con agentes opcionales y una

sustancia medicinal antiglaucomatosa

El ultimo ensayo se realiz6 con una microemulsion que comprende la composicion base

descrita en el punto primero de este ejemplo, hialuronato sddico y latanoprost.

El colirio comercializado en forma de disolucion en envases multidosis lleva cloruro de
benzalconio, producto altamente citotoxico en las células de conjuntiva y cornea. El producto
comercializado en envases unidosis (Monoprost) incorpora diferentes tensoactivos ajenos al
cloruro de benzalconio. Este ultimo colirio se ha utilizado como referencia en los ensayos de

comparacion de actividad hipotensora.

El preparado farmacéutico propdsito de esta invencion lleva la misma dosificacién que los

preparados que estan comercializados (50 pg/mL).

La caracterizaciéon de esta formulacién (MB-HNa-Latanoprost) se llevé a cabo utilizando los

mismos equipos que los indicados en apartado 3°.
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La morfologia de las goticulas fue estudiada utilizando la técnica de cryo-TEM y SEM. Las

fotografias obtenidas se muestran en las Figuras 12 apartados a) y b).

El preparado MB-HNa-latanoprost presenta un valor de pH de 6,58 + 0,02.

El diametro medio volumen de las particulas obtenidas en distintos lotes de la microemulsién
con hialuronato sédico oscilan entre 29 y 32 nm con desviaciones estandar (SD) entre 6,9 y

7,1 nm. El porcentaje de particulas superiores 50 nm fue inferior al 6 % (Figura 13).

El potencial zeta fluctué entre -0,1 y 0,0 mV y los valores de la tensidn superficial oscilaron
entre 36 y 38 mN/m.

En la evaluacion reologica de la microemulsion con hialuronato soédico y latanoprost
realizada a velocidades de cizalla entre 0 y 1.000 s, se manifiesta un comportamiento

newtoniano con valores de viscosidad dinamica entre 4,5 y 4,7 mPa-s (Figura 14).

En los ensayos de citotoxicidad in vitro se utilizaron lineas celulares epiteliales de cornea
humana (hTERT-HCEC) y de conjuntiva humana (HConEpiC). Para el estudio se utilizd la
técnica de reduccién, a nivel mitocondrial, de la sal bromuro de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a un producto coloreado (formazan) (Mossman T. J Immun Methods
1983, 65:55-63). Como control negativo se utilizé cloruro sédico al 0,9 % y como control
positivo cloruro de benzalconio al 0,005%. Las soluciones se incubaron a 37°C durante 1y 4
horas. Los resultados obtenidos demostraron una tolerancia superior al 90 % a todos los

tiempos ensayados (Figura 15).

Esta composiciéon farmacéutica (MB-HNa-latanoprost) con actividad hipotensora fue
comparada con la formulacién comercializada de latanoprost en envases unidosis
(Monoprost) que se utilizé6 como referencia. Como control se empled la microemulsion base
(MB). Los resultados se indican en la Figura 16. A las 2 h después de su administracién se
alcanza con ambas formulaciones una disminucioén en la presion intraocular (APIO) superior
al 15 %. En el caso de la formulacion comercial se alcanzé un efecto maximo hipotensor del
20% a las 2h que se conservé aproximadamente durante 9 h (APIO ~15 %) y un efecto
residual (inferior al 10 %) que se mantuvo hasta los 2 dias. Con la composicion farmacéutica
objeto de la patente, ademas se puede observar un APIO entre el 35-38 % a partir de las 24
h que se mantiene durante 3 dias. A partir del cuarto dia el efecto comienza a disminuir

lentamente, manteniéndose la eficacia hipotensora (APIO>10%) hasta los 12 dias.
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REIVINDICACIONES

1. Una microemulsion oftalmica que comprende:

una fase acuosa y

una fase oleosa que comprende: un aceite vegetal, un éster de &cido graso
farmacéuticamente aceptable, un compuesto glicol, escualeno, agentes surfactantes y

cosurfactantes.

2. La microemulsion de la reivindicacion 1 caracterizada porque el aceite vegetal es aceite
de soja, el éster de acido graso farmacéuticamente aceptable es oleato de etilo y el

compuesto glicol es propilenglicol.

3.La microemulsién segun alguna de las reivindicaciones 1 a 2 caracterizada porque el
agente surfactante es fosfatidilcolina de soja y el cosurfactante es aceite de ricino polioxilico
35.

4. La microemulsién segun alguna de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizada porque la fase

acuosa comprende compuestos mucoadhesivos y/o mucomiméticos.

5. La microemulsion segun la reivindicacion 4 caracterizada porque los compuestos
mucoadhesivos y/o mucomiméticos se seleccionan entre: acido hialurénico y sus sales,
dextrano, derivados de la celulosa, condroitin sulfato, quitosano, dextrano, alginatos y goma

gelano.

6. La microemulsion segun la reivindicacion 5 caracterizada porque el compuesto es acido

hialurdénico o las sales del mismo.

7. La microemulsién segun alguna de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizada porque la fase
oleosa comprende activos liposolubles seleccionados entre: acido oleandlico, ubiquinol y/o

vitaminas liposolubles.

8. La microemulsién segun alguna de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizada porque la fase

oleosa comprende latanoprost.

9. La microemulsion segun alguna de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado porque la fase

acuosa comprende un agente isonizante.

16



10

15

20

25

30

35

ES2944 784 Al

10. La microemulsién segun la reivindicacion 8 caracterizada porque el agente isotonizante
se selecciona entre: trehalosa, cloruro sddico, glucosa, fructosa, manitol, sorbitol, ribitol,

eritritol y dextrosa.

11. La microemulsion segun alguna de las reivindicaciones 1 a 10 caracterizada porque la
fase acuosa comprende activos hidrosolubles seleccionados entre: vitaminas hidrosolubles,

betaina, clusterina, L-carnitina, taurina, glicina, ribitol, ectoina y aminoacidos.

12.La microemulsion segun alguna de las reivindicaciones 1 a 11 caracterizada porque la
fase acuosa tiene una osmolaridad comprendida en un rango entre 150 mOsm/kg y 330

mOsm/kg.

13.Un procedimiento de obtencion de la microemulsién segun las reivindicaciones 1 a 12
que comprende las etapas de:

a) mezclar los compuestos que comprende la fase oleosa,;

b) afadir la fase acuosa;

c) filtrar

d) estabilizar.

14. El procedimiento segun la reivindicacion 13 caracterizado porque:

la etapa a) se realiza a una temperatura comprendida entre 20°C y 30°C y con proteccién de
la luz, en la etapa b) se afiade la fase acuosa en un paso a la fase oleosa en agitacion, en la
etapa c) el filtrado se realiza con un filtro que tiene un tamafo de poro entre 0,20 um y 0,25

Mm y donde la etapa d) de estabilizacion se realiza a una temperatura entre 2°C y 25°C.

15. La microemulsién segun las reivindicaciones 1 a 12 para su uso como lagrimas

artificiales.

16. La microemulsion segun las reivindicaciones 1 a 12 para su uso como vehiculo de

farmacos para su administracion por via tépica ocular.

17.La microemulsién segun alguna de las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en el

tratamiento de la hipertensién ocular.

18.La microemulsion segun la reivindicacion 8 para su uso en el tratamiento del glaucoma.
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Figura 11
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