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RESUMEN

Nuestra investigacién se centra en determinar la toxicidad ocular aguda de los colirios
de Fluconazol en diferentes concentraciones elaborado en los servicios de Farmacia
Magistral mediante el método Hen’s Egg Test-Chorioallantoic membrane (HET-CAM).

a fin de proporcionar nuevas alternativas al tratamiento de la Queratitis Fungica

El objetivo es comparar las diferentes concentraciones de los colirios de fluconazol a 2
mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL y 8 mg/mL con la finalidad de hallar la dosis no toxica, la
dosis mas alta permitida para uso oftalmico que no provoque irritacion ocular aguda y
las dosis toxicas, con la finalidad de proporcionar una nueva alternativa al tratamiento

de la queratitis flngica.

Los cien (100) huevos fértiles fueron adquiridos de una granja especializada en la
crianza y produccion avicola ubicada en Villa El Salvador, la incubacién fue realizada en
una incubadora elaborada artesanalmente segun los requerimientos del protocolo de las
técnicas in vitro en Toxicologia (INVITTOX). La elaboracién de los colirios a diferentes
concentraciones fue realizada en las instalaciones del departamento de Farmacia
Magistral del Hospital de Emergencias de Villa El Salvador. Los andlisis se realizaron
en las instalaciones del laboratorio de especialidad de la Facultad de Ciencias

Farmacéutica y Bioguimica, de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

La metodologia empleada se fundamenta en el método Hen’s Egg Test-Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM) propuesta por Luepke bajo el protocolo N° 47 de las técnicas in
vitro en Téxicologia (INVITTOX) validadas y reglamentadas por la Unién Europea. En
el estudio experimental se busca calcular el indice de irritacion (Irritation Score)
analizando los potenciales procesos nocivos que pudiesen ocurrir en los vasos
sanguineos de la membrana Corioalantoidea en el embrién en desarrollo durante un

lapso de tiempo de exposicion de 300 segundos.

Los resultados y conclusiones, en las concentraciones de 2 mg/mL y 4 mg/mL se
encontré indice de irritacion nulos en ambas muestras, determinando concentraciones
no téxicas y la concentracion 4mg/mL como dosis maxima tolerada. que por lo tanto no
revela signos de irritacibn aguda perceptibles. Se considera adecuado para su uso
desde un punto de vista toxicoldgico. En cuanto a las concentraciones de 6mg/mL y
8mg/mL ambas obtuvieron indice de irritacion toxicas severas, siendo dafiinas desde un

punto de vista toxicolégico.

Palabras claves: Fluconazol, HET-CAM, Colirio.



ABSTRACT

Our research focuses on determining acute ocular toxicity of Fluconazole eye drops in
different concentrations elaborated in the Pharmacy Master Services in order to provide
new alternatives to the treatment of Fungal Keratitis by the Hen's Egg Test-
Chorioallantoic Membrane method (HET-CAM).

The objective is to compare the different concentrations of fluconazole eye drops at
2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL and 8mg/mL in order to find the non-toxic dose the highest
dose allowed for ophthalmic use. provoke acute ocular irritation and toxic doses, in order

to provide a new alternative to the treatment of fungal keratitis.

The 100 fertile eggs were acquired from a farm specialized in poultry breeding and
production located in Villa El Salvador, the incubation was done in an incubator made by
hand according to the requirements of the protocol of in vitro techniques in Toxicology
(INVITTOX). The elaboration of the eye drops was carried out in the facilities of the
Master Pharmacy Department of the Hospital of Emergencies of Villa El Salvador. The
analyzes were carried out in the facilities of the specialty laboratory of the Faculty of

Pharmacy and Biochemistry of the Inca Garcilaso de la Vega University.

The methodology used is based on the Hen's Egg Test-Chorioallantoic Membrane (HET-
CAM) method proposed by Luepke under protocol No. 47 of the in vitro techniques in
Toxicology (INVITTOX) approved and regulated by the European Union. In the pseudo-
experimental study, the Irritation Score is calculated by analyzing the possible harmful
processes that could occur in the blood vessels of the chorioallantoic membrane of the

chicken embryo during an exposure time of 300 seconds.

The results and conclusions, in the concentrations of 2mg/mL and 4mg/mL, no irritation
index was found in both samples, determining non-toxic concentrations and 4mg/mL as
the maximum tolerated dose. therefore, they do not show signs of acute irritation
appreciable, and are therefore considered suitable for their use from the tdxicological
point of view.Regarding the concentrations of 6mg/mL and 8mg/mL both obtained severe

toxic irritation index, being harmful from a toxicological point of view.

Keywords: Fluconazole, HET-CAM, Eye drops.
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INTRODUCCION

Los Quimicos Farmacéuticos como profesionales del medicamento, el
alimento y toéxico y como tal forma parte del cuerpo médico que se encarga de
restablecer la salud de las personas, pero su responsabilidad como profesional
también abarca la elaboracion de formulas magistrales que mejoren la salud

de los pacientes.

Actualmente, en el Perl no se comercializan colirios antifangicos de
fluconazol, en consecuencia, este vacio se cubre con la preparacién de
férmulas magistrales oftdlmicas a nivel hospitalario, reformulando
medicamentos comerciales parenterales y ampollas, que no estan disefiados
ni adaptados a la via ocular. A su vez se usan medicamentos con margenes
de eficacia reducida que terminan la mayoria de casos en intervenciones

quirdrgicas.

Cabe mencionar que la queratitis micotica es una afeccién de dificil
diagndstico y tratamiento, su manejo es restringido y constituye un reto para
la oftalmologia debido a la falta de agentes antimicoticos eficaces. El problema
de la queratitis micética en el Peru se agudiza por su ubicaciéon geografia
tropical con un clima célido, se agrava cuando existe un sustento econémico
predominantemente agraria, deficiente instruccion sanitaria, automedicacion,

uso inadecuado de lentes de contacto, recursos econdmicos escasos

Existen numerosas investigaciones sobre la efectividad, estabilidad y
utilizacion de las formulaciones magistrales oftalmicas, sin embargo, no

existen estudios sistematicos de toxicidad de estas.

El presente trabajo pretende dar un aporte a la sociedad dando a
conocer el efecto téxico que puede causar los colirios de fluconazol en sus
diferentes concentraciones con la finalidad de tener un efecto terapéutico

adecuado evitando la irritacion ocular aguda.

También se pretende dar un aporte a la profesion de Farmacia y
Bioquimica, aportando conocimientos en las areas de toxicologia, mejorando

el abanico de farmacos oftalmoldgicos antimicoticos.



Por lo tanto, este tema de estudio sobre el analisis de la toxicidad ocular
aguda de los colirios de fluconazol por el método HET-CAM elaborados en el
Hospital de Emergencias Villa E | Salvador en el afo 2018; la cual se

presentaron V capitulos y anexos.

En el capitulo | se identifica el problema de estudio.

En el capitulo Il podemos visualizar el marco tedrico, a continuacion, se pasa a
detallar los antecedentes nacionales como internacionales de nuestra
investigacién, asi mismo encontraremos las bases tedricas y legislativas que

respaldan nuestra investigacion.

En el capitulo Il se menciona la técnica que se empled en el presente trabajo
de investigacién ademas del caracter de la investigacion y las técnicas que se

usaran para la toma de datos.

En el capitulo IV se presenta los resultados del estudio y las discusiones de

los resultados obtenidos.

En el capitulo V finalizando el presente trabajo de investigacion encontraremos
las conclusiones, y se propone algunas recomendaciones para futuros

investigadores en el estudio de referentes a estos temas.
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CAPITULO I. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion de larealidad problematica

En la actualidad la queratitis infecciosa es una patologia que sucede
regularmente afectando diferentes partes del 0jo y es considerada como una de
las causas de ceguera no reversible a nivel mundial, con una alta traza de
incidencia segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud. La inflamacion
de la cérnea causado por las queratitis fingicas son enfermedades de extrema
gravedad, y su tratamiento es complicado ademé&s que en varios casos pueden
llegar a afectar la vision de manera irreversible?.

Entre las causas principales, de la queratitis infecciosa, tenemos las lesiones de
cornea, el uso de lentes de contacto contaminados, el contacto de los ojos con
agua contamina con virus, bacteria, hongos; ademas de factores de riesgo como
la inmunidad reducida, el uso de gotas oftalmicas corticoesteroides y edad del
paciente?

Tradicionalmente los tratamientos mas utilizados en la queratitis infecciosa
causados por hongos han sido natalicia topica, que es un antifingico antiguo
para hongos filamentosos y anfotericina B para levaduras, el cual es un
antifingicos de amplio espectro®. No obstante aln persisten serias dudas
respecto al tratamiento actual, debido a la casi nula penetracién intraocular de
los antifingicos mencionados?.

Lo extrafio de esta enfermedad, es la ausencia de tratamientos efectivos que
estén disponibles en paises en vias de desarrollo, adicionalmente la escasez de
estudios cientificos locales de esta enfermedad, origina un gran reto para el
médico oftalmélogo y advierte la necesidad de ejecutar una revision actualizada
de los tratamientos, que se base en la evidencia y con sugerencias claras para
un mejor tratamiento de esta enfermedad 3.

En la actualidad, en el Perd no se comercializan colirios oftdlmicos antifingicos
para tratar dicha queratitis fungica, debido a esto en los hospitales se preparan
formulas magistrales oftalmicas para el tratamiento de esta patologia.

Existen varios estudios cientificos sobre la eficacia, estabilidad y aplicacion de
las férmulas magistrales oftalmicas*®. Aunque, no hay estudios minuciosos
sobre la toxicidad que pueden causar estas formulas magistrales. El
entendimiento de las formulaciones magistrales, desde el punto de vista
toxicolégico es primordial para constatar la seguridad y decidir sobre la
informacién conveniente para la eleccion de tratamientos farmacoterapéuticas®

La valoracién del riesgo, por el uso de productos quimicos, propone la realizacién
de nuevos métodos para la evaluacion toxicolégica. Los ensayos toxicologicos
realizados in vivo , se han usado tradicionalmente en la valoracion de la ausencia
de peligro mediante la inocuidad y seguridad de los componentes cosméticos.



No obstante, en la actualidad se esta criticando el uso de estos ensayos
toxicologicos debido a los altos costos en su realizacion, ya que va aumentando
el cuestionamiento de las conductas éticas en la industria cosmética.’

El avance de estos ensayos toxicologicos, y la actual demanda social y
legislativa, da pie a la regla de las tres “erres” (RRR): Reduccion, Refinamiento
y reemplazo utilizados para cuidar el medio ambiente reduciendo los residuos
generados. ’

En la actualidad se estan dedicando esfuerzos y medios, en la busqueda de
nuevos estudios para la realizacion de ensayos toxicologicos usando el analisis
in vitro , y asi fomentar la disminucién en el uso de ensayos in vivo , por ende
reducir la utilizacion de animales en pruebas de control téxicoloégico y de
sustancias®.

Los estudios de ensayos de irritacion ocular y dérmico aplicados en conejos,
conocido como test de Draize, son frecuentemente utilizados, pero a la vez muy
criticados’.

El método de Draize es usado debido a la similitud del ojo del conejo con el del
ser humano, pero con numerosos aspectos fisiologicos distintos. Estas
diferencias fisiologicas ademas de la subjetividad para valorar un mismo
producto entre distintos laboratorios, y que la sustancia de prueba causa
irritacion, dolor, ulceracion y hasta necrosis de las estructuras oculares hacen
l6gicas las objeciones a este tipo de ensayo ’.Sin embargo, recientemente este
tipo de ensayos esta disminuyendo, debido a que muchos investigadores estan
rechazando realizar ensayos in vivo debido a la atrocidad de estos métodos en
los animales y estan optando por los ensayos in vitro , ya que se logra una mayor
correlacion de resultados con el ser humano, que con los ensayos en animales
y asi evitar la exposicién innecesaria de productos toxicos en estos 8.

En la actualidad, un nimero importante de laboratorios estan insertando en sus
investigaciones el ensayo de membrana del huevo de gallina denominado HET-
CAM para evaluar la irritaciéon ocular inducida por diferentes sustancias, este
método resulta mas eficaz debido a su rapidez, sencillez, sensibilidad °.

Con el fin de aumentar las alternativas ante esta enfermedad elaboraremos los
colirios de fluconazol tomando como base los conocimientos de farmacia
magistral a su vez evaluaremos las concentraciones terapéuticas desde el punto
de vista toxicolégico apoyandonos en el método HET-CAM (test de irritacion
ocular).



1.2 Formulacién del Problema

1.2.1 Problema general.

1. ¢A qué concentracion los colirios elaborados a base de
fluconazol presentaran toxicidad ocular aguda, mediante
el método HET-CAM?

1.2.2 Problemas especificos.

1. ¢Los huevos de gallina (Gallus gallus domesticus) de
proveedor comercial presentaran los estandares de
calidad segun el protocolo 47 HET-CAM propuesto por
Luepke?

2. ¢(Existen toxicidad ocular aguda en los colirios de
fluconazol a las concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL 6
mg/mL 8 mg/mL por el método HET-CAM en el Hospital

de emergencias Villa el Salvador?

3. ¢Elcolirio elaborado con fluconazol sera mas toxica que

el colirio de Nafazolina (formula magistral comercial)?



1.30bjetivos

1.3.1 Objetivo general.

1. Determinar a qué concentracion los colirios elaborados a
base de fluconazol presentaran toxicidad ocular aguda,
mediante el método HET-CAM

1.3.2 Objetivos especificos.

1. Evaluar la calidad de los huevos de gallina obtenidos de
proveedor comercial, ¢segun el protocolo 47 HET-CAM

propuesto por Luepke.

2. Analizar la toxicidad ocular aguda en los colirios de
fluconazol a las concentraciones 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6
mg/mL, 8 mg/mL por el método HET-CAM.

3. Evaluar concentracion toxica de colirio de fluconazol
comparado con el colirio Nafazolina (formula magistral

comercial).

1.4Justificacién e importancia del estudio.

La ejecucion de la presente investigacion es de interés de salud publica
porque brinda una alternativa con sus respectivas dosis terapéutica y
toxicas para el tratamiento de afecciones oculares fangicas como la

gueratosis ocular.



La investigacion es importante porque va dirigida para preservar la salud
de la poblacién, mejorar el abanico de farmacos a usar frente a
enfermedades flngicas oculares, siendo causantes en su mayoria de

ceguera irreversible en la actualidad.

La ventaja de las pruebas in vitro sobre las pruebas in vivo es por su
sencillez, rapidez y la medicion de los pardmetros finales, de tal manera
gue se reduce el numero de animales usados y disminuye el dolor y estrés
causado en los animales de experimentacién. Por lo tanto, se emplea este
método que es poco conocido, pero a la vez resulta efectivo para
determinar el efecto toxicologico irritante causado por diferentes

sustancias.

El método HET CAM esta validado y estandarizado y es usado en varios
estudios como por ejemplo el ensayo fase Il que se utiliza para verificar
si un tratamiento nuevo es seguro al compararlo con un tratamiento
patrén, a su vez el método cuantitativo CAM-TBS se uso en el proyecto
"Estudios sobre los métodos de ensayo para evaluar la seguridad de
nuevos ingredientes de los cosméticos " siendo actualmente el método
Het Cam validado y aceptado internacionalmente rescatando su caracter

humano y ecolégico.

Es factible, porque se puede realizar en nuestro pais, ademas los costos
de investigacion son relativamente bajos y los reactivos y materiales son
facil adquisicion.

Es viable ya que se cuenta con las muestras y materiales de estudio,
ademas La Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Inca

Garcilaso de la Vega cuenta con los laboratorios de especialidad para

desarrollar este proyecto.

Es actual, porque mediante a esta técnica los principales beneficiarios de
esta investigacion sera la poblacién de la ciudad de Lima y del interior del
pais, a su vez los paises de zonas tropicales, en términos generales la

poblacion en riesgo.



Esta informacidén constituye un punto de partida para la realizacion de
investigaciones futuras en el campo de la toxicologia de medicamentos y
la sustitucion de técnicas invasivas que perjudican a los animales de

experimentacion.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Nacionales

Ruiz C. et al (2013); realiz6 el estudio “Evaluacién del potencial irritante
de la crema cosmética "baba de caracol & concha de nacar"
comercializada en el mercado de belén en Oryctolagus cuniculus
cepa New Zealand” se tuvo como objetivo determinar si la crema
cosmeética causa eritema y escaras en la piel de conejo ademas de la
formacion de edema y el dafo celular, el potencian irritante primario se
evaluo de acuerdo a la escala del Test de Draize. Se us6 conejos albinos
machos con un peso de 2 kilogramos. Se aplicé 0.5 gramos de la crema
en un area de 5 x 5 cm y fue fijado con un esparadrapo. Se formaron tres
grupos el primero es el control negativo donde se usé vaselina, el segundo
grupo llamado control positivo se usé formaldehido al 98 % vy el tercer
grupo se uso la muestra problema. Las conclusiones fueron que la crema
cosmética baba de caracol provoca eritema ligero de grado lcasi no
perceptible, ademas no irrita la piel y no provoca edema. Segun los
resultados obtenidos a nivel macroscopico la crema cosmética, no
presento potencial irritante y a nivel microscopico queratosis en la piel de
grado leve, por ende, la crema esta permitida para su uso.

Taype E. (2015); realizo el estudio “Estandarizacion y validacion del
método de Het- Cam para medir la irritabilidad ocular in vitro de los
extractos de los cinco frutos nativos del Peru” se efectu6o la
normalizacion y validacion del método HET CAM cuantitativo y
cuantitativo (CAM- TBS) en 5 frutos autéctonos del Peru.



Taype cita bases cientificas de los protocolos HET CAM cualitativo y el
método HET CAM cuantitativo llamado CAM-TBS, experimentando con
frutos autoctonos del Perd, siendo estos: Tumbo serrano, Aguaymanto,

Camu camu, Aguaje y Cocona.

También sefiala la importancia del método Het Cam como alternativa al

test de Draize.

La investigacion se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de
Bioquimica y Nutricibn de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad de San Martin de Porres (USMP) donde se desarrollo los

procedimientos de validacidon y estandarizacion

En el proceso de validacion método HET CAM (cualitativo) y el método
cuantitativo llamado CAM-TBS de los extractos acuosos, hidroalcoholicos
y glicélicos se establecid que los parametros sometidos a ensayos
estadisticas manifestando que el método HET CAM del tipo cuantitativo
da como resultado que la medida de la irritabilidad ocular in vitro es del
tipo lineal ademas de preciso y exacto pero no tuvo como respuesta ser

robusto a nivel de laboratorio.

Kuch G. et al (2014) realizo un estudio llamado “Evaluacién del
potencial irritante del aceite esencial de aniba rosaeodora ducke
“palo de rosa” en oryctolagus cuniculus cepa new zealand - Iquitos,
2014” debido a la aparicion de nuevos insumos para la industria
cosmeética se realizan estudios para verificar los dafios que puedan causar
a la piel al ser usados por ello, se evaluo6 el potencial irritante del aceite de
palo rosa utilizando la escala de la prueba de Draize que evalua las

lesiones dérmicas en conejos albinos de 2 kg de peso.

Se depilo a los animales 24 horas antes de iniciar el experimento, se aplico
0.5 mL del aceite a experimentar en tres conejos, como control negativo
se uso vaselina y como control positivo se us6 formaldehido, luego de 4
horas se lavo la piel con solucion salina. Los resultados obtenidos se

realizaran y mostraran de manera estadistica. Se observo la formacion de
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eritema y edema de acuerdo al método del test de Draize, ademas se

realizé cortes histoldgicos para ver el grado de lesidon dérmica causado.

Los resultados fueron que el aceite de palo rosa no presenta un potencial
irritante ni formacion de edemas en la piel de los conejos, solo se
evidencio una formacién de eritema de grado uno, se recomienda realizar

estudios de toxicidad dérmica o efectos carcindgenos.

Pipa M. et.al. (2015) realizo “El ensayo in vitro sobre la irritabilidad
ocular mediante el método de HET-CAM en cinco mucilagos de
vegetales”. El objetivo de este estudio es para hallar el efecto de la
decoccion de las semillas de 5 vegetales en la irritabilidad ocular por el

metoo Het —Cam de forma in vitro.

La identificacion de las plantas se realizd por un bidlogo con especialidad
en botanica. Las semillas de las 5 plantas fueron extraidas y colocadas a
la temperatura del medio ambiente, una vez que las semillas se
encuentran secas, se extrae el mucilago por el método de decoccién. Se
utilizaron reactivos como el acido organico oxalico, el acido tanico que
estad formado por glucosa y fenoles, el compuesto cristalino acetato de
plomo neutro y basico. Se utilizaron las concentraciones de los reactivo a
1 %, 10 y 100%. Se us6 dos controles positivos de hidroxido de sodio al

0.1 N y un control negativo de cloruro de sodio al 0,9%.

Para la realizacion del método HET-CAM se usO las membranas
corioalantdicas fértiles provenientes de huevos de gallina de la raza roca
blanca, después de diez dias de ser incubado de forma artificial se aplicé
sobre las membranas la sustancia a experimentar, para poder observar la

irritabilidad estereoscopia ocular

El mucilaje de la semilla de membrillo dio positivo debido a la formacion
de precipitado en comparacion con los reactivos para la identificacion
cualitativa mucilagos. Los resultados del método HET-CAM mostraron el
nivel de irritabilidad causados por el mucilaje de las cuatro especies de

semillas las cuales dieron como resultado la caracteristica de no irritable.
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Eulogio J. et.al. (2015) realizo el estudio sobre “Variante del ensayo de
la membrana Corioalantoidea (cam-tbs) para la evaluacion de
irritabilidad oftalmica in vitro Del mucilago de cydonia vulgaris var.
Oblonga (mill) d.c. “membrillo” utilizo una modificacién del método de
membrana corioalantéica del huevo para evaluar la irritacion ocular de la
decoccion de semillas de forma in vitro para uso terapéutico, debido a su
velocidad, sencillez, sensibilidad, se utilizé la ejecucién facil y su bajo

costo relativo.

El grupo control positivo contenia hidroxido de sodio y el control negativo
contenia cloruro de sodio y para la sustancia problema se usaron tres
diluciones de la decoccion de las semillas. Se aplicaron todos los grupos
tratados en las membranas coriolantdicas provenientes de los huevos de

pollo con diez dias de incubacién de forma artificial.

Se determin6 que el mucilaje obtenido de la decoccion de semillas de

Molino y Marmelo no poseen actividad irritante

Celestino F. et.al. (2018) realizo el estudio “Evaluacion de la
irritabilidad ocular in vitro mediante el método HET-CAM en cremas
para contorno de o0jos con y sin registro sanitario que se
comercializan en el distrito de la victoria, la parada - lima.” La piel
alrededor de los ojos es mas fragil y a largo plazo el uso de cremas
cosmeéticas puede causar irritaciéon inflamaciones y hasta cancer, debido
a la utilizacion de componentes quimicos en las cremas que han causado
alerta mundial. Debido a esto el objetivo del estudio es evaluar la
irritabilidad del contorno de los ojos causados por cremas que tienen
registro sanitario y las que no cuentan con el registro. Mediante el método
de Het Cam cualitativo y cuantitativo se usa para poder observar la
irritacion ocular de la membrana Corioalantoidea causado por productos
cosmeticos, este método es novedoso y recién se esta utilizando en
laboratorios de nuestro pais. También compararemos el nivel de
irritabilidad de las cremas con registro sanitario y las que no tengan

registro sanitario, ademas de observar el grado de dafio causado ya sea
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por lisis o inflamacidén. Las cremas con registro sanitario usados son:
crema Portugal contorno de ojos, crema barbaria, crema cicatricure,
crema nivea y crema ponds. Las cremas sin registro sanitarios adquiridas
en tiendas de la Victoria son: crema concha de Nacar, crema de sabila,

crema Baba de caracol, crema Rosa Mosqueta y crema aloe vera.

Como control negativo se uso6 suero fisioldgico, como control positivo se
uso Lauril sulfato con una clasificacion de irritante moderado, hidroxido de
sodio con una clasificacion de irritante severo, etanol y propilenglicol con

una clasificaciéon de irritante leve.

Los resultados fueron que las cremas sin registro sanitario son altamente
irritantes para el contorno de 0jos, mientras que las cremas que tienen

registro sanitario poseen una irritabilidad leve y son seguros.

Mendoza D. et.al. (2013), realizo el estudio “Composicién quimica y
capacidad anti-irritante de extractos de cuerpo entero de ulomoides
dermestoides (coleoptera, tenebrionidae)”. Este escarabajo en
ameérica del sur es usado como afrodisiaco y también en el tratamiento de
enfermedades como el cancer. Los escarabajos se identificaron en la
faculta de entomologia de la universidad de Colombia, se prepararon
extractos metandlico y hexanicos. Todos los extractos se mantuvieron

sellados hasta su préxima utilizacion.

Asimismo se determiné la composicidon quimica de extractos metanélicos
y hexenales por GC acoplada a espectrometria de masa "GC-MS" y
accion anti-irritante fue evaluada por la prueba de irritacion de la
membrana Corioalantoidea de huevos fértles (HET CAM). Siendo el

indice de irritacion IR se expresa como un resultado.

Establecio 6 mezclas generales de los dos extractos hechos: acidos

grasos, palmitico, estearico, linoleico, oleico y limoneno.

Los extractos presentaron compuestos volatiles, que son caracterisitcos
de las defensas de los escarabajos, tambien se encontraron acidos grasos

y terpenos. Concluyendo con la investigacion, la accion anti-irritante fue
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determinada por los extractos metanodlicos de U. dermestoides. Podria
asignarse como un compuesto de accion antiinflamatoria como el ac.

Oleico y linoleico.

Inocente M. et.al. (2013), “Efecto irritante in vitro de formulaciones
cosméticas con extracto de camu camu, mediante el método Het
Cam”. En la basqueda de ensayos toxicologicos alternativos se esta
usando actualmente el método de HET-CAM en la industria farmacéutica

cosmética.

Utilizaron formulas como cremas, gel y locion los cuales tiene como
componente el extracto de camu camu a diferentes concentraciones, que
fueron desarrollados por el laboratorio ARYU COSMETIC; se utilizo el
ensayo in vitro de la membrana Corioalantoidea en huevos de gallinas
fértles Het Cam. La investigacion fue realizada en el Centro de
Investigacion en Medicina Tradicional y Farmacologia de la Universidad

san Martin de Porres (USMP), En la Facultad de Medicina Humana.

Como control negativo se usé suero fisiolégico y para el control positivo
se uso hidroxido de sodio y Lauril sulfato los cuales son irritantes severos.

Se concluyé que el indice de irritacién establecido en la prueba de las
formulaciones cosméticas con extracto de camu camu fue aprobado para
determinarlas como no irritantes y constituye el soporte de la seguridad

para pruebas posteriores de eficacia clinica del etanol.

Fernandez A. et.al. (2014), “Analisis de la toxicidad ocular de los
colirios de voriconazol y fluconazol con HET-CAM”. Realizo la
investigacién toxicolégica mediante la prueba de HET-CAM; Fluconazol 2
mg/mL y Voriconazol 10 mg/mL los cuales son utilizados para la
elaboracion colirios para la terapia de queratitis fungica preparados por el

departamento de farmacia magistral (Galénica)

El fundamento de la investigacion es la observacion de los dafios causados
en los vasos sanguineos de la membrana Corioalantoidea usando el

método HET CAM en un tiempo de 300 segundos resultando un indice de
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irritacion (IS, Irritation Score). Concluyendo sin la obtenciéon IS en ambas
muestras de tal manera que no hay indicios de irritacibn aguda
notablemente desde el punto de vista toxicologico se fundamenta idoneo

para su uso.

Churampi M. (2015), realizo el estudio titulado “Determinaciéon de la
Actividad antiinflamatoria del extracto etandélico del fruto de Passiflora
mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” y su uso como activo

biolégico en industria cosmética”.

Segun el autor el “tumbo serrano” posee propiedades farmacoldgicas,
presentando compuesto polifenolicos (flavonoides) con propiedades

antioxidantes.
Se realiz6 la marcha fitoquimica el extracto, y un analisis cromatografico.

Se us6 el extracto a concentraciones que varian entre 500 a 1000 ug
demostrando que “tumbo serrano” presentd actividad antiinflamatoria al
20% del extracto etandlico. Se observé ligero el potencial irritante con el

método Het cam.

Concluyendo que la muestras analizadas del extracto de Passiflora
mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” presenté actividad
antiinflamatoria y seguridad y cumple los estandares como activo biolégico

en la industria cosmética.
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2.1.2

Internacionales.

Martinez O. (2007) realizo el estudio titulado “Marcadores de irritacion
en modelos celulares y organotipicos como alternativa alos ensayos

in vivo aplicado al estudio de tensioactivos del tipo lipoaminoacido”.

En la actualidad lo laboratorios estan en la basqueda de nuevo métodos
gque sean seguros Yy eficaces, el método de Draize esta siendo
reemplazado con métodos alternativos para la valoracion de la irritabilidad
ocular y dérmica. Los insumotensioactivos se encuentran presentes en la
industria cosmética, en productos de limpieza y productos alimentarios,
estos tensioactivos causan irritabilidad cuando se aplican en mucosas o
partes dérmicas porque solubilizan lipidos, por lo tanto su estudio es

importante ya que determina la causa de irritacién en su uso.

El trabajo realizado busca nuevos tensioactivos a partir de aminoacidos
gue disminuyan la irritacién dérmica y ocular, ademas se usaran métodos

distintos al ensayo de Draize por motivos éticos.

Los ensayos para evaluar la irritacion ocular fue el ensayo de hemolisis in
vitro para evaluar la irritabilidad causada por tensioactivos, ademas que
es un ensayo sencillo y barato. También se usoé el ensayo de Het- Cam y
Het- Cam tbs que usa la membrana Corioalantoidea del huevo de gallina,
donde se observo hemorragia, vasoconstriccion y coagulacion. También
se uso el ensayo para evaluar la irritacion dérmica, citotéxica de lineas

celulares.

Las conclusiones determinaron que en ensayo de irritacién ocular los
tensioactivos resultaron con un grado leve de irritacion, el método de HET-
CAM resulto muy sensible por lo que se descarta su uso para la prueba

de irritabilidad de tensioactivos.

Las cremas evaluadas fueron crema de sabila, crema de propéleos y
crema de manzanilla, se utilizaron huevo con 10 dias de incubacion, se
aplicé 0.3 gramos de la sustancia a experimentar en la membrana
Corioalantoidea, como control positivo se uso el hidréxido de sodio de 0.1

N y dodecil sulfato de sodio al 1 %. se utilizd cuatro grados para ver la
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irritabilidad: ninguna, débil, moderado y fuerte. Y se detectd el dafio con
el colorante azul de tripan. Los resultados para todas las cremas
evaluadas fueron ninguna lo que significa que las cremas elaboradas por

el laboratorio de cosméticos Villa Clara son seguros y eficaces.

Gonzalez M. et.al. (2006) “Evaluacion de la irritabilidad oftalmica de
cremas cosmeéticas mediante un método in vitro en sustitucion de

la prueba en conejos”

En la industria cosmética para probar la irritacién ocular se usa el método
de Draize el cual esta siendo cambiando por métodos alternos debido a
cuestiones éticas en el uso de animales de experimentacion. En la
actualidad varios laboratorios estdn usando el método de HET-CAM
donde se evalla la irritacion ocular en la membrana Corioalantoidea del

huevo de gallina.

Buitrago T. et.al (2013), “Generalidades de Queratitis Micética”. El
objetivo de la investigacion es aclarecer y profundizar en el panorama
gue abarca la queratitis micética, analizando de epidemiologia, etiologia,
factores riesgos, fisiopatologia, andlisis clinico, diagnéstico, tratamiento
farmacolégico y quirdrgico. Profundizando en el tratamiento

farmacoldgico de los principales farmacos usados en la terapéutica.

Las infecciones causadas por hongos generalmente son producidas por
Fusarium, Aspergillus o Candida, estan causan la inflamaciéon de la
cérnea causando un dafio superficial la cual no genera cicatrices al
momento de curarla y a queratitis profunda que luego de curarse pueden

guedar cicatrices

El tratamiento que comunmente se usa para los tipos de hongos
filamentosos es la Natamicina y para las queratitis causadas por candida
sp se usa Anfotericina B, pero a pesar de su tratamiento no se sabe con
efectividad su eficacia ya que estos antifiungicos no penetran la cornea

debido a esto su manejo es muy complejo, ademas que se ha detectado
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gue para la eliminacion del hongo se ha necesitado de 80 dias, por ello

se recomienda usar coadyuvantes para tratar este tipo de infecciones.

Corrado, M. (2012), presento el estudio titulado; “Comparative
evaluation between oral mucosal hamster irritation test and Het -
cam”. La investigacion busco usar el método HET-CAM (membrana

Corioalantoidea) como alternativa al cuestionado método Draize

Corrado determino el potencial de irritacion de unos dentifricos de uso

adulto, confiscados por las municipalidades de rio de Janeiro (Brasil)

Ademas, uso el método in vivo de irritacion de mucosas oral.
Clasificando su resultado segun su potencial de irritacion como dias y
los enfrento a la prueba in vivo de irritaciébn de mucosas oral en hamsters.
Clasificando su resultado segun su potencial de irritacion como no
irritante (NI), minimamente irritante (IMIN), irritante leve (IL), irritante
maximo (IM) e irritante severo (IS), para el método HET-CAM uso la
escala de potencial de irritacion propuesta por el método oficial INVITOX

(InVitroToxicology) en huevos fértiles incubados.
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2.2Bases Teodricas

2.2.1 Queratitis Micoética

La queratitis micoética en el siglo pasado fue dificil de diagnosticar y tratar. En la
actualidad la queratitis infecciosa es una de las causas de ceguera en el mundo,
segun datos de la OMS 1. el primer caso de queratitis micética fue descrito en
1879 en una Ulcera corneal causada por el hongo Aspergillus spp. La cornea, el
humor vitreo y la retina son las partes que mas afectadas por este tipo de
infecciones. la palabra queratitis se utiliza para cualquier proceso inflamatorio en

la corneal4.

La queratitis causada por hongos es de importancia mundial ya que causa
secuelas irreversibles como es la ceguera y el dafio total del ojo 15,

Para que pueda el hongo introducirse necesita de una parte ulcerada ya que sus
filamentos no pueden penetrar un epitelio corneal integro por ello necesitan una

abrasion o dafio epitelial integro.

Generalmente se da en regiones tropicales y paises en via de desarrollo, donde
la mayor poblacién afectada es la que trabaja en un ambiente rural 20, Sin
embargo, se ha observado un incremento de frecuencia en la poblacién urbana,
debido a esto ya no es exclusivo de los casos donde se producia infeccion

abundante del hongo al estroma corneal. 212

Existe dificultad para tratar la queratitis micotica ya que primero se debe
identificar al hongo, ademas de que existe poca disponiblidad de los farmacos
para este tipo de tratamiento por otro lado tambien existe el error al identificar el
tipo de queratitis de parte del personal médico y esto produce lentitud en el

manejo medico causando unas secuelas severas.
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TABLA 1: AGENTES ETIOLOGICOS

Principales hongos causantes de las queratitis micéticas:

Hongos Filamentosos: Fusarium Sp, Aspergillus Sp, , Penicillium Sp,
Paecilomyces Sp, Pseudallescheria Sp, Cylindrcarpon Sp, Beaveria Sp,
Cephaliophora, Velutella, Geotrichum, Mirathecum, Ustilago, Tritirachium,
Epidermophyton, Neurospora,,Diplosporium, Curvalaria, Bipolaris, , Exophiala,
Cladosporium, Philophon, Fonsecaea, Lasidiplodia, Colleotrichum, Phoman.

Levaduras: Candida Sp, Rhodotorula Sp, Trichosporon Sp, Cryptococcus Sp,
Rhodosporium,

Hongos dismorficos: Blastomyceles, Paracoccidiodes,

Las queratitis flangicas generalmente estan causados por los hongos
filamentosos como es el caso de Aspergillus fumigatus y Fusarium solani.
Aparecen en personas jovenes que trabajan en un ambiente rural. Los hongos
no pueden penetrar el epitelio de la cérnea por lo que necesitan extender sus
filamentos en una cornea dafiada por un material organico que puede ser de
origen vegetal o animal, y es el responsable de implantar los conidios en el

epitelio corneal.

No necesariamente la infeccion de hongos se da por el uso de corticoides o
antibioticos de amplio espectro. Pero si el tipo de lluvia, humedad y viento si
influyen en el tipo de hongo que infecta la cornea. Por dltimo, el uso de lentes de
contacto son factores predisponibles ya que hay casos donde se ha aislado

hongos de la especie Fusarium en los lentes de contacto.??

2.2.2 Fisiopatologia

Para comenzar a comprender la fisiopatologia corneal, veremos la anatomia de
la cOrnea: Los tejidos de la cornea comprende 5 capas. La primera capa llamada
epitelio, que es el estratificado no queratinizado tipo escamoso tiene de 4 a 7
capas de células se aplanan a medida que estén mas superficial. Debajo de
estas capas se encuentra la membrana o capa superior de Bowman, que es una
capa sin células hecha de colageno colocadas al azar; Aqui estan las
terminaciones nerviosas que forman el epitelio. Estas terminaciones nerviosas

no se regeneran cuando son dafadas. La siguiente capa es la mas gruesa
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llamada estroma y esta formado por fibras de colageno organizadas en paralelo,
lo que le da a la cornea la apertura caracteristica. Debajo del estroma esta la
membrana Descemet, también conocida como la ldmina posterior; Esta formado
por varios tipos de colageno y organizado en forma hexagonal que le da una
gran durabilidad. Por ultimo, el tejido endotelio es la capa interna, que consiste
en una monocapa de células hexagonales que son incapaces de regenerarse,
mantiene hidratado de la capa superpuesta, que también es importante para

mantener la parte transparente de la cornea.

FIGURA 1: CAPAS CORNEALES.
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En laimagen se puede apreciar las capas corneales: epitelio corneal, membrana basal, membrana de bowman, estroma,
membrana de descemet y endotelio.

Buitrago Torrado et al (2013). Generalidades de Queratitis Micotica [Rev. Univ. Ind. Santander. Salud]. Recuperado de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-08072013000300006&nrm=iso

La cérnea desarrolla un proceso inflamatorio se debe a que es avascular; Esto
causa los procesos inflamatorios que se originan en el limbo y terminan en
ocularizacion corneal. Otro elemento importante de la cérnea es su
transparencia, que se pierde durante la queratitis puesto que la estructura

adecuada y el equilibrio de electrolitos 2. Adema como se sabe el hongo no
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puede penetrar una cornea intacta, sino que necesita de una lesion previa en la
cOrnea, una vez que el hongo logra encontrar esta lesion extienden sus

filamentos adentrandose en lo profundo de la cérnea. 28

Se han identificado dos procesos de queratosis bien marcados, el primero
es la infeccion en pacientes sanos y que tuvieron un contacto traumético con un
material vegetal y el hongo ingresa por el epitelio dafiado donde se multiplica y
causa una reaccion inflamatoria, la segunda infeccidén se da en pacientes con la
cornea debilitada y generalmente es infectada por hongos del tipo levadura como

candida. 27-28

La respuesta inmune es lenta debido a que los hongos no liberan
sustancias quimiotacticas, por el contrario, los hongos del tipo levadura liberan
fosfolipasa y liso fosfolipasa en la superficie de blastoporos lo que ayuda a la
entrada en el tejido del hongo Fusarium solani el cual es un hongo muy virulento

y se extiende en la cornea.

Evolucién

Generalmente los sintomas con difusos, suele tarda entre 6 a 10 dias mas la

aparicion de los sintomas con respecto a la queratosis bacteriana 2°

Teniendo presente los factores de riesgo anteriores es necesaria para identificar
la presencia de enfermedad ocular relacionada anterior o sistémica, por alcanzar

una gestion integral.

El de dolor y disminucion de la agudeza visual son los principales sintomas por
el cual los pacientes se acercan a las consultas médicas. Otros sintomas
comunes son hiperemia ciliar en grados variados, blefarospasmo, el rechazo a

la luz y la abundante secrecion de lagrimas. 2"

En la figura 3 se observa la formacion de la placa endotelial en la primera
semana, estas varian dependiendo de la especie de hongo infectado en la
cornea 2%, Las queratitis causadas por el hongo filamentoso Fusarium solani
puede destruir todo el ojo en dos semanas, ya que la infeccion es generalmente
grave, con perforacion profunda y puede causar un glaucoma maligno. las

especies de hongos filamentosos de Aspergillus causa una queratitis menos
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agresiva y menos grave que ya la anteriormente plateada, que es a su vez mas
susceptible a la terapia antifangica de la queratitis Fusarium, otros estudios
indican que Aspergillus queratitis produce a una mayor frecuencia de la
ceratoplastia que la queratitis causada por el hongo filamentoso Fusarium. Las
infecciones causadas por especies de hongos del tipo Curvularia generalmente
se presenta como una infiltracion en la parte superficial con forma de algodones,

causando secrecion focal de forma lenta.

FIGURA 2: QUERATITS POR FUSARIUM

Queratitis por Fusarium, nétese el hipopion ademas la ulcera corneal paracentral infiltrado algodonoso y bordes algo
limitados con menor opacidad en la periferia.

Buitrago Torrado et al (2013). Generalidades de Queratitis Micotica [Rev. Univ. Ind. Santander. Salud]. Recuperado de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-08072013000300006&nrm=iso
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FIGURA 3: QUERATITS POR HONGOS FILAMENTOSOS

El cuadro clinico producido por levaduras es diferente y se presenta como una pequefia ulcera oval de bordes
bien definidos, rodeada de un anillo amplio y denso con edema e infiltracion corneal %°.

Buitrago Torrado et al (2013). Generalidades de Queratitis Micética [Rev. Univ. Ind. Santander. Salud]. Recuperado de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-08072013000300006&nrm=iso

FIGURA 4: QUERATITIS POR CANDIDA

Buitrago Torrado et al (2013). Generalidades de Queratitis Micotica [Rev. Univ. Ind. Santander. Salud]. Recuperado de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-08072013000300006&nrm=iso
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2.2.3 Diagnéstico

Para poder actuar a tiempo es necesario la identificacion precoz de tipo de
agente causal. La experiencia del médico es crucial para diferenciar entre
diferentes tipos de queratitis no infecciosa y queratitis microbiana, esta ultima lo
excluye o confirma por los hongos y luego decide si se trata de un hongo

filamentoso o del tipo levadura.

La identificacion del cuadro clinico muchas veces es lenta debido al crecimiento
lento en los cultivos de laboratorio y en segundo lugar por la poca disponibilidad
de acceder a la cornea ya que hace mas dificil su intervencion de manera teprana

y trae mayores dafos al paciente.

En general, el diagndstico inicial de queratitis fingica se basa en la tincion de
Gram y Giemsa, que tifie la pared micética y el citoplasma. La solucion de KOH
digiere parcialmente los componentes de la proteina fingica. Se puede usar algo
de decoloracion topica en la cornea para identificar y delimitar rapidamente los
defectos corneales, como la fluoresceina, y se observa mejor en el bio-

microscopio con luminiscencia de cobalto.
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FIGURA 5: DIAGNOTICO DE QUERATITIS POR TINCION FLUOROCEINA Y LUZ DE
COBALTO.

De arriba abajo, ojo izquierdo con ulcera corneal sin tincién luego tefiido con fluoresceina visto con luz blanca, al final
observado con luz azul de cobalto.

Buitrago Torrado et al (2013). Generalidades de Queratitis Micética [Rev. Univ. Ind. Santander. Salud]. Recuperado de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-08072013000300006&nrm=iso

Los nuevos avances tecnolégicos permiten confirmar de manera certera el tipo
de infeccion mediante el uso de métodos como la deteccion inmunoldgica,
sondas de &cido nucleicos y por el método de reaccién en cadena de la
polimerasa llamada PCR.
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2.2.4 Diagnéstico de laboratorio

2.2.5 Frotis corneal 6 Examen directo

Una de las técnicas usadas para poder diagnosticar la queratitis fungica es el
frotis directo que consiste en un raspado profundo de la cornea que puede darse
mediante la paracentesis de la cornea de la cAmara anterior al globo ocular o
también la biopsia coneana, después se usan los activos sobre los frotis del
examen directo, siendo el tincibn mas usada la coloracion de gram, el hidréxido
de potasio, tincion Giemsa azul de lactofenol, naranja de acridina, hematoxilina
y el colorante rojo eosina, que tienen una sensibilidad alrededor de 50% a 80%,

mediante esta técnica se determina la presencia de este cuadro clinico® 32,

2.2.6 Cultivo

Para el empleo de esta técnica se usa comunmente el agar sangre de chocolate,
agar Sabouraud sin el inhibidor cicloheximida y el medio caldo tioglicolato. El
raspado debe ser una cornea dafiada, siendo el tiempo de incubacion muy
variable segun la cepa de levadura , esta técnica es muy complicada y limitada
de usar por el rapido avanze de esta enfermedad 23 Debido a esto un paciente
no puede esperar todo este tiempo para el inicio de la terapia por ello se

recomienda terapias generales para evitar el dafio tisular de la cornea.

2.2.7 Examen histopatoldgico

Esta técnica requiere de un personal altamente especializado en el
reconocimiento histologico de los hongos, la morfologia de hongos y a su vez
poder discernir entre diferentes especies de levaduras, la técnica se fundamenta
principalmente en la biopsia corneal, seguido del examen histopatolégico

mediante el uso de la tincidon del reactivo de acido lacteo Schiff.
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2.2.8 Tratamiento de las Ulceras micoticas

El inicio rapido del tratamiento es crucial porque incluso un retraso puede influir
en el resultado visual final ya que se necesita de un diagnostico rapido, pero
también de la administracion de un tratamiento antifingico adecuado para evitar
dafios futuros. 23 3%

Hasta el momento, no existe un estandar para diagnosticar y posteriormente dar
tratamiento de esta cruel afeccion, cabe recalcar que la baja frecuencia de la
enfermedad y al nimero de pacientes involucrados, dificulta la realizacion de
ensayos clinicos, especialmente en los paises desarrollados.

Manejo Farmacolégico

Los antimicéticos son los principales farmacos usados en la queratitis micoticas.
El trasplante de cérnea o queratoplastia es generalmente reservado para el
tratamiento de emergencia de la perforaciéon de la coérneay la rehabilitacién visual

después de la cicatrizacion de la cornea.

Cuando los hongos penetran las capas profundas de la cornea, es cuadro clinico
se agrava, lo que hace menester que los medicamentos empleados posean una
Optima penetracion tanto corneal como intraocular, sin embargo, son escasos los
farmacos con estas -caracteristicas. Se dispone de diferentes grupos
terapéuticos en el manejo de esta afeccion, dentro de las cuales son: polienos
(anfotericina B, nistatina, y natamicina), azoles (fluconazol, voriconazol,
ketoconazol, econazol, miconazol, itraconazol), (terbinafina) y equinocandinas

(CaSpOfungina)_lﬁy 23, 35, 37.

Los farmacos antimicoticos sistémicos se recomienda su uso como terapia
adyuvante en casos de gravedad, en las que ya hay una reaccion de la cAmara
anterior. No obstanteno hay estudios clinicos controlados que muestren su

eficacia en el tratamiento de la queratitis fungica -

El efecto clinico de un agente antifiungico se debe en gran parte a la
concentracion del tejido ocular objetivo. Esto a su vez depende de una serie de
factores incluyendo el peso molecular y la concentracion del farmaco, la ruta por
la que ha sido administrado, el tiempo del contacto del farmaco con el tejido

ocular ademas del tiempo que demore penetrar en el ojo. Los pesos moleculares
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de los farmacos como: como la anfotericina B (924,10 Da), ketoconazol (531,44
Da) y natamicina (665,75 Da) o sblo pueden penetrar en un epitelio corneal
intacto ya que la disminuciéon de fuerza de friccion aumenta difusion 3% 36, Sin
embargo Fluconazol antifingico posee 2 anillos que contienen 3 atomos de
nitrogeno. El anillo bencénico presenta 2 flior. Su peso molecular es apropiado,
306,3 Da lo que lo hace un gran candidato terapéutico. a continuacién, teniendo
en cuenta esta informacién y dependiendo de la condicion de la cérnea del

paciente, es la individualizacion para evitar el fracaso del tratamiento.

Durante varias décadas los antimicoticos més usados han sido la anfoterina B,
fuconazol, miconazol y natamicina, pero no se ha evaluado su eficacia ni su
actividad antifungica, es mas, para el tratamiento de queratitis su penetracion en
la cOrnea es escasa después de administrarla de manera topica, debido a esto

se tiene grandes limitaciones cuando se requiere hacer estudios clinicos.3> 2,

A continuacion, los principales medicamentos citados
POLIENOS

Contindian siendo uno de los farmacos antifungicos importantes. Su mecanismo
de accion esta ligada directamente al precursor biolégico ergosterol, un esterol
que encontramos principalmente en las membranas citoplasmicas de los
hongos. La pared de estas membranas se altera, lo que provoca una fuga de

componentes intracelulares esenciales para ellas.3®

El tamafo del dafio ocasionado a las membranas de los hongos es dependiente
o directamente a la cantidad de dosis, no obstante, no debe aumentarse la dosis
del farmaco que también se puede afectar la membrana de las células del
hospedero, y puede ocurrir una toxicidad debido a polienos. La natamicina
también conocida como pimaricina y el antimicotico anfotericina B son polienos

de uso corriente en el tratamiento de la queratitis fungica oftalmica.
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Anfotericina B

Es considerado antimicatico, fungisida o fungistatico dependiendo de la dosis.
Su mecanismo de accion es unirse al ergosterol de las membranas plasmaticas
de los hongos y causar desorden en la pared micética que termina por romperla

y desintegrase 3 3%

Cuando ocurre una infeccion sistémica causada por hongos como por ejemplo
Candida, Aspergillus, Fusarium se usa como eleccion primaria la Anfoterina B

que se puede administrar por via intravenosa o topica.

Las cremas o gel que contiene anfotericina B (0,1 a 0,3%) es el tratamiento de
eleccion comun para infecciones oculares debido a la contaminacién por el
hongo Candida, mientras que la contaminacion por hongos del tipo filamentosos

como fusarium se trata principalmente con natamicina al 5%.2%: 35 36.

Para la administracién de la anfoterina b se debe combinar con dextrosa y no
con solucién salina ya que este antifungico con solucién salina precipita
impidiendo asi su administracion. La dosis minima que se puede usar para que
tenga efecto el farmaco es de 1 mg / kg / dia, la dosis se debe aumentar de

manera gradual dependiendo del paciente y de la infeccion.

La reaccion adversa al administrar el farmaco que se puede presentar en los
pacientes generalmente son: toxicidad renal, cefalea, fiebre, sintomas
gastrointestinales, algunos de los efectos secundarios pueden ser anemia,

vomitos y calambres. 35 3,

Las queratitis micoticas se pueden tratar con concentraciones topicas de 0.15 %
ya que a esta concentracion penetra bien el estroma en un lapso no menor a 30
ni mayor a 60 minutos. el principal problema que se presenta en los pacientes

es la toxicidad corneal que se puede presentar 3% 36. 39,
Otros modos de administracion:

La inyeccién en el ojo llamada Intravitrea, sirve para administrar anfotericina B
(en cantidades de 1 a 5 mg) en el glébulo ocular para tratar la queratitis micoticas,
etas han sido recomendados para el tratamiento de endoflamitis de origen
fungico, pero de esta manera el suministro puede ser altamente destructiva que

conduce a necrosis y desprendimiento de retina. La administracién intracameral
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en una concentracion (7,5 a 10 mgen 0,1 mL) ha sido util para tratar la queratitis
intraoculares®®. La eficiencia de estas técnicas de administracion son dificiles de
evaluar debido a la falta de estudios clinicos controlados con evidencia 3°

Morand et al, realizaron una preparacion a base oftalmica liposomal de
anfotericina B, que tenia una buena estabilidad incluso cuando se almacena a
temperatura ambiente, lo que facilita su uso y asi demostraron su beneficio®.
Ya se ha reducido la inyeccion intravitrea de toxicidad ocular en conejos y
monos, y el mismo efectos espera que los estudios en seres humanos esto es
debido a la colocacion de la droga dentro de la bicapa de fosfolipido con el que
el contacto con las células epiteliales es limitado, lo que reduce el dafio generado
Mima. Por lo tanto, una combinacion de toxicidad reducida, aumento de la
duracion en el lugar y se obtiene una mayor concentracién de anfotericina B, por
el que el indice terapéutico para el tratamiento de hongos queratitis aumentan
de manera significativa, aunque el medio no es que son estudios apoyan el uso

de esta combinacién y no hay ensayos clinicos disponibles en ese momento. 4°

Natamicina

Actualmente el Unico farmaco antimicético tépico y oftalmico indicado para
queratitis, es la natamicina aprobado por la FDA y es el farmaco de eleccion para
el tratamiento de queratitis micética filamentosa, sin embargo, estos farmacos no

penetran de manera eficaz el estroma corneal.16 3537, 41

Se ha observado que tienen un amplio espectro para el tratamiento de hongos,
como por ejemplo: Acremonium, Aspergillus, Acremonium, Penicillium,

Lasiodiplodia, Candida y Fusarium. 35 38

La natamicina es poco soluble en agua y viene solo para la administracion tépica
en una suspension de 5 %. Administracion inicial es de una gota cada una a dos

horas, se adhieren bien a la superficie de la cérnea y es bien tolerado 3.

SoOlo alrededor del 2% del farmaco es biodisponible cuando se aplica
topicamente, lo que complica el uso de natamicina por el hecho de que se sienta
en la cérnea después de la instilacién y se descompone facilmente, reduciendo

su efecto.
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AZOLES

Su mecanismo de accion es interferir con la sintesis de ergosterol al inhibir la
alfa-metilasa, que es una enzima vinculada al citocromo P-450, que convierte
lanosterol en ergosterol. Esta inhibicion causa la alteracién de la membrana y su

permeabilidad y afecta las funciones enziméticas de la membrana fungica 3° 3,

En este grupo hay dos clases: triazoles y imidazoles que comparten el

mecanismo de accion y espectro.

Ketoconazol

Es uno de los primeros farmacos azoles con capacidad de ser absorbido por via
oral, cuenta con actividad contra Fusarium, Candida, Aspergillus y ; actualmente

se vende bajo la concentracién oral (200 mg) a nivel mundial .

Cuando el tratamiento es largo con altas dosis de ketoconazol puede causar
impotencia, ginecomastia o alopecia, lo que ocasiona un deterioro en la salud

del paciente

La aplicacion en forma de crema o gel de ketoconazol al 1% y su forma
farmacéutica en suspension se ha utilizado para el tratamiento de queratitis
fungica. El ketoconazol en suspension es eficaz en la inhibicion del aumento de
las infecciones fungicas; no hay evidencia de toxicidad corneal a pesar que, por

el momento, no es utilizado cominmente como una terapia inicial.

Itraconazol

Es un antifingico triazolico de amplio espectro, con un grado alto de efectividad
contra el hongo Aspergillus (filamentosos) y otros mas de la misma familia ; su
absorcion es buena cuando es administrada de forma oral, los efectos
secundarios son casi nulos aunque el efecto mas comun fue una molestia
gastrointestinal 3’. Los efectos secundarios menos frecuentes observados,
incluyendo hipertrigliceridemia, hipocalemia, edema, disminucion de la libido y

ginecomastia®.

El principal inconveniente del itraconazol oral usado para el tratamiento de
infecciones oculares por hongos, es su escasa penetracion en la cornea, tanto
para el humor vitreo como para el humor acuoso y comparandolos con

ketoconazol y fluconazol 3 36
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la administracion ocular topica de itraconazol a la concentracion del 1% es bien
tolerada en los pacientes cuando se utiliza en el tratamiento de queratitis
micética, pero no ha demostrado gran eficacia en las queratitits graves debido

probablemente a la poca penetracion en la cornea 6,

Kalavathy et al 4! realizé un estudio de eficacia clinica de una preparacién de
gotas para los ojos itraconazol al 1% usando como patron natamicina gotas al
5% en el tratamiento para la queratitis fungica, realizo este estudio para evaluar
una mayor proporcion de pacientes tratados con natamicina, los resultados
fueron favorables en comparacion con los que recibieron itraconazol topica y
concluyen que la natamicina topica debe considerarse como el tratamiento de
adecuado para la queratitis fungica filamentosa, ademas la administracion tépica
de itraconazol se podria usar, en particular si las infecciones responden

a Aspergillus spp o Curvularia spp.
Fluconazol

Pertenece a la familia antifingica de triazoles, tienen una excelente eficacia en
Candida y menos eficaces ante hongos filamentosos . La formulacién tépica
mas usada es al 0,2% cabe recalcar que posee una penetracion ocular mayor
que la anfotericina B y la natamicina y una baja toxicidad ocular siendo esto
decisivo a la hora de decidir el tratamiento adecuado. Incluso algunos autores la
utilizan como tratamiento de primera opcién para el tratamiento de la queratitis

por Candida 1% 35

Exposiciones fluconazol excelentes propiedades farmacocinéticas nivel de los
0jos y es clinicamente eficaz en la candida, sin embargo, ha sido menos los

efectos de tratamiento primario de natamicina frente a la familia de H. filamentosa
36.

Sonego et al #? relataron una respuesta clinica a la queratosis tépica fluconazol
satisfactoria causada por hongos filamentosos, no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes tratados con el fluconazol

topico solo y aquellos que recibieron una tratamiento mixto.

Yilmaz y Maden #3 en 2005 realizdé una aplicaciéon de subconjuntival eficacia de

estudio de fluconazol contra el fallo de la terapia intravenosa y oral del mismo se
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evalub que concluyd que su uso puede ser eficaz en gran medida para
tratamiento de la queratitis fungica grave ulcerosa, siendo muy Util para evitar la
intervencion quirdrgica en una fase aguda de la infeccion. Sin embargo, no se
pudo determinar la eficacia de las diferentes dosis, (concetracion) esto es en
parte debido a la muestra insignificante (poblacion) del estudio-accion de

fluconazol tépico.

Voriconazol

Es farmaco inovador Triazolico antifungico derivado del fluconazol, que se
caracteriza por su amplio espectro de accion; Se encuentra comercialmente
disponible para administracion sistémica e intravenosas inclusive por via oral 45.
Tiene un espectro de actividad anticotica excelente y es activa contra especies
gue son conocidas por ser resistentes a otros agentes antifingicos cominmente
utilizados 38, 46.

El voriconazol demostrd in vitro tienen una mayor actividad que la anfotericina
B y el fluconazol contra las cepas de Candida (siendo las mas sensibles C.
albicans) e inclusive con cepas de hongos filamentosos que fluconazol no
contaba como Aspergillus sp, Fusarium sp, Penicillium spp, Pseudallescheriasp,
Acremonium spp Y otros los hongos como Histoplasmacapsulatum, Coccidioides
immitis, Blastomycesdermatitidis, Scedosporiumapiospermum,
Paracoccidioidesbrasiliensis y Cryptococcus neoformans 46, 47, 48.

La administracion sistémica mostré buena penetracion ocular, siendo las CIM
eficaces en el humor vitreo y acuoso, después de dos dias de tratamiento con
voriconazol via oral (400 mg / dia) 36, 38, 46, 47. La formulacion topica de
voriconazol (tépica 3 pg / mL), cuenta con una estabilidad y actividad antifingica
comprobada. Intravitreo voriconazol (50 ug / mL) resulto eficaz contra el origen
fungico endoftalmitis refractaria, y seguro para las estructuras oculares 38.

Se ha notificado el uso reciente de la inyeccion intra-estromal de salvamento
método voriconazol la ausencia de respuesta a la terapia tépica en los casos de
Ulceras profundas. gran porcentaje de las personas que sufren de anfotericina B
e itraconazol, tienen una actividad 6ptima frente a los hongos que son resistentes
a la anfotericina B e itraconazol, la confianza de seguridad requerida. Las
inyecciones intra-estromal de voriconazol ayudaron en la resolucion rapida y
completa de las Ulceras fangicas y concluir que su topico afadido a la inyeccion
intra-estromal podria ser beneficioso en estos casos, sin embargo, los ensayos
clinicos son necesarios para determinar este método como terapia 39.

Segun Al-Badriyeh et al demostré éxito clinico con voriconazol tépico del 1%,
cuando se utiliz6 como terapia de primera linea para el tratamiento de queratitis
provocada por C. albicans, concluyendo que su utilizacién topica podria reducir
el dafo toxicologico e interacciones medicamentos comunes asociados a las
terapias antifungicas. 49
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2.2.9 Importancia de los ensayos de toxicidad ocular

La zona en la cual colinda 6érganos como la vista y la piel es una zona sensible.
La exposicidon a sustancias puede ser accidental como voluntaria por lo cual es
importante analizar los efectos que pueden repercutir en estos 6rganos, por lo
cual es muy importante el desempefio del profesional quimico farmacéutico en
andlisis de estas sustancias en su amplia variedad y forma farmacéutica

cabe recordar un caso que ocurrié en la década de 30 en los Estados Unidos
simboliz6 el punto de partida para la mejora de técnicas que avalen la seguridad
de los productos cosméticos. Wilhelm relata que ya en 1933, una mujer
americana perdio la vista luego de aplicarse un rimel que contenia como
excipiente parafenilendiamina, una sustancia quimica que puede producir
blefaritis alérgica, querato-conjuntivitis crénica y queratitis bacteriana
secundaria.

Luego de este incidente se inicié un analisis mas exhaustivo de la capacidad
irritante de los productos de consumo. En 1938 el congreso de los EE.UU.
dictamina la ley federal de alimentos medicamentos y cosméticos, bajo esta ley
se establece que los fabricantes de estos productos deben realizar andlisis de
irritacion ocular y dérmica antes de entrar en el mercado.

Durante la década del 40 y liderando el departamento de toxicologia dérmica y
ocular de la Food and Drug Administration (FDA), El Dr. John Draize junto a su
equipo desarrollaron un papel determinante en el desarrollo de técnicas para
lograr analizar la seguridad de los productos cosméticos. desarrollé una técnica
para evaluar la toxicidad de los productos que se administran topicamente, tanto
a nivel dérmico como oftalmico.

La mayoria de laboratorios fueron aceptando las técnicas propuestas por Draize
Se incluyo los protocolos. Ya en los afios sesenta se hablaba de las técnicas de
Draize.

Estas técnicas en la actualidad son aprobadas por la organizacion para la
cooperacion y el desarrollo econémico (OCDE) los paises en el mundo en su
gran mayoria aprueban el desempefio de estas técnicas para la comercializacion
de productos cosméticos.

Por consiguiente, la aplicacién de sustancias en el ojo o la piel de conejos son
los principales métodos utilizados para evaluar los efectos adversos de las
sustancias que entran en contacto con el ojo o la piel. Estos ensayos pueden
identificarse tanto el dafio reversible como irreversible (por ejemplo, la corrosion)
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y proporcionar una evaluacion cualitativa que da el valor numérico para la
clasificacion de los compuestos de acuerdo con su efecto irritante.

2.2.10 Anatomia del ojo humano

Cornea: Histolégicamente hablando estd conformada por cinco capas: epitelio,
membrana de Bowman, membrana de descemet, endotelio y por ultimo estroma.
Tiene una gran capacidad regenerativa, la luz atraviesa la cérnea y llega a la
retina, por lo que la pureza de esta lente esa vital para el buen funcionamiento
del ojo. Uno de los factores que apoyan esta transparencia de la cérnea son la

poca presencia de vascularizacion y de pigmentacion.

Conjuntiva: es una mucosa que se encuentra alrededor de la esclera la cual esta
expuesta directamente al ambiente (conjuntiva bulbar) y a su vez a la (conjuntiva
palpebral). Se caracteriza por ser altamente vascularizada en contraste con la
cornea posee terminaciones nerviosas y glandulas conjuntivales y células

inflamatorias.

Iris: principal componente de la tlnica vascular. Lo podemos localizar inmdévil
entre la cérnea y la lente y sus extremos se insertan en los procesos ciliares
estd conformado por fibras circulares y radiales de musculo liso cuya principal
funcién es la regulacion de la luz gracias al movimiento de la pupila. El sistema
nervioso autbnomo es responsable de la regulacion del didmetro pupilar en
respuesta a cambios en la intensidad de la luz, siendo el sistema autbnomo el
responsable de la apertura y cierre del didmetro de la pupila en respuesta de los
cambios en la intensidad de la luz.

Globo ocular: sus principales partes externas son los parpados, las cejas,

pestafias y musculos extrinsecos del ojo y el aparato lacrimal.

La funcion del parpado es cubrir y lubricar el ojo durante el suefio ademas de la
luz intensa y algunos cuerpos extrafios cabe mencionar su funcién secretora de

lubricantes.
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Pestafias: emergen de los bordes en cada parpado, a su vez las cejas en forma
de arco que atraviesa de manera transversal el parpado superior. Entre sus

principales funciones proteger del sudor y la luz destellante.

Seis musculos extraoculares: son aquellos masculos que se encargan del

movimiento del globo ocular, estan inervados por los nervios craneales lll IV y VI.

El ojo se mueve de manera rapida uniforme y precisa porque las células motoras

son pequefias las neuronas solo inervan entre dos o tres fibras musculares.

Aparato lacrimal: tenemos una cantidad que varia entre seis a doce canales
lacrimales que hacen posible la segregacion de un liquido acuosa, posee forma
de almendra, las lagrimas a su vez contienen una sustancia quimica llamada
lisozimas que posee una actividad antimicrobiana que limpian preservan y
lubrican y su vez hidratan el globo ocular, cada glandula produce un aproximado

de 1ml de la solucién diariamente.

FIGURA 6: ANATOMIA DEL OJO.
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Cuadro de la anatomia del ojo. De arriba abajo (a) se muestra la localizacién de la conjuntiva que recubre la parte extema
del globo ocular y la cara intema de los parpados. También se muestran todas las estructuras que forman el globo ocular
(b) y la organizacion histolégica de la cérnea (c).

Martinez (2007) “Marcadores de irritaciéon en modelos celulares y organotipicos como alternativa a los ensayos in vivo
aplicado al estudio de tensioactivos del tipo lipoaminoacido [tesis pre grado]. Recuperado de
http://hdl.handle.net/2445/41761

Tanto la eliminacibn como la segregacion de lagrimas se da de manera
simultdnea. Una cantidad se evapora y otra atraviesa los canales lagrimales
dirigiéndose a los canales nasales, sin embargo, cuando el ojo se encuentra
frente a un proceso irritativo la producciéon de glandulas lagrimales aumenta, la
finalidad que las lagrimas arrastre la sustancia que provoca irritacion.

2.2.11 Draize prueba de irritacion en los ojos

La prueba de irritacion ocular in vivo evalla los efectos adversos de las
sustancias en la cornea, el iris y la conjuntiva. A partir de la cérnea, se evallan
la opacidad y el &rea afectada; el iris, la presencia de inflamacion, dobleces,
edema, inyeccion ciliar circindreana, fotofobia, hemorragia y destruccion del
tejido; y de la conjuntiva, el grado de enrojecimiento, huesos y la presencia de
exudados. En el método de andlisis desarrollado por Draize y sus colaboradores
(1944), determina los cambios ocasionados por la sustancia irritante tienen una
severidad diferente, dependiendo del area afectada. Los dafios a la cornea son
mas importantes cuando se clasifica una sustancia como irritante o corrosiva.
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TABLA 2: CLASIFICACION DE DRAIZE

Iris

A. Valoracion

Pliegues notablemente hundidos, congestion, inflamacion, moderada hiperemia o

inyeccion circuncorneal; iris reactivo a la luz (si la reaccion es defectuosa se considera

COMO BFECED ) i s e e 1
Hemorragia, destruccion visible o ausencia de reaccion ala Wz, 2

Calculo del valor total = A x 5; Valor total maximo = 10

Conjuntiva

A. Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y bulbar; se excluye la comea y
el iris)

11 1 =1 OSSP 0
Algunos vasos sanguineos hiperémicos (INYectados) .o 1
Coloracion carmesi difusa; no se distinguen facilmente los vasos 2

LT e LRV e LU= =3
Lo =T [ LI o= L =T [0 =F= PO RO 3

B. Quemosis

Cierta hinchazén superior a lo normal (incluyendo la membrana

P BIER) sttt e s s et s b e st e 1
Hinchazon evidente con eversion parcial de 105 parpados. ... 2
Hinchazon con parpados Medio CEFFadOs. . ..o e ess s sis s s s sasinins 3
Hinchazon con parpados mas que Medio CEFFadDS. ..ot s esieans s 4

C. Lagrimeo
SN LB MO 11ttt ettt et sss e s s e D

Cierta cantidad de lagrima por encima de lo normal (sin incluir la pequefia cantidad que
queda en el cantus interior de los ojos no tratados).....ceveeceinennne. 1

Lagrimeo que humedece los parpados v el pelo adyacente.....vvvvecviiee v e 2
Lagrimeo que humedece los parpados y una region considerable alrededor de los
D05 ettt bbbt et R bRt 1 S e st e et

Calculo del valor total = (A + B + C) x 2; Valor total maximo = 20

Tabla de valoraciones descrita por Draize que permite convertir las
observaciones subijetivas individuales de los tres tejidos oculares en un Unico
valor numeérico para estimar la lesion ocular total (Draize y cols., 1945).

39



2.2.12 Limitaciones y criticas al ensayo de Draize ocular.

Durante muchos afios los ensayos literarios han sufrido un andlisis
exhaustivo. Mucho se ha cuestionado la forma en la que se realiza la
prueba. Ya sea su importancia y/o su reproducibilidad. La manera cémo
se valora las interpretaciones de los datos proporcionados por esta
técnica. El gran costo econémico y la ética profesional. También se critica
gue esta técnica ha sufrido muchas variaciones en los ultimos 50 afios lo
cual de nota qué todavia no se encuentra perfeccionada y que todavia
tiene muchos aspectos por resolver, entre ellos se encuentran los

siguientes: 11

1. Segun indica Goldberg los datos proporcionados por la técnica de Draize
son un componente mas a la hora de entender el universo del perfil
toxicoldgico de una sustancia. Las técnicas actuales no solo se basan en
valores sino en pruebas clinicas. Técnicas in vitro y en técnicas en
animales. Modelos asistidos por computadora y la experiencia en

humanos. 11

2. Segun lo que manifiesta Schalatter se critica que los ensayos de Draize
tienen cdmo Unica funcién analizar las sustancias que por su naturaleza
entran en contacto con el ojo o la piel. cdmo los productos cosméticos y
oftalmicos. Por lo tanto, cuando de manera accidental otro producto que
no esta destinado para este uso entra en contacto con el ojo o la piel la
utilizacion del técnico de Draize no seria adecuada ya que la instilacion
de una cantidad fija de producto no se ajusta a las condiciones de una
exposicién accidental. En estas circunstancias, el proposito de las
pruebas toxicolégicas es suministrar informacion indispensable para el

manejo y el rotulado adecuado del producto. !

40



3. Segun Wilhelmus los valores proporcionaos por la técnica del Draize
valoran los dafios visibles y los valores en la escala de draize. Mas no son
tomadas en cuenta aspectos como el dafio a nivel microscépico y/o invitro
ni niveles moleculares. 1

4. Segun York la la estandarizacion y reproductibilidad de esta prueba esta
delimitada por las numerosas variables que interceden en la evaluacion.
Concurren otras causas de diversificacion en los datos del ensayo: el tipo
de animal, la tasa de liberacién de un producto respecto a su vehiculo, la
cantidad de lagrimeo, la zona del ojo donde se instila la sustancia, la
facilidad con la que se puede valorar la gravedad de las lesiones y la
subjetividad del analista. Conjuntamente, modelos de la misma cepa en
ocasiones responden de forma diferente a la misma sustancia y diferentes
analistas logran obtener conclusiones distintas del mismo. !

5. Existe diferencias notables entre los ojos humanos y los ojos del conejo
como por ejemplo la presencia de un tercer parpado en el ojo del conejo
ademas de la eliminacion del farmaco es mas rapido en los animales
debido a este tercer parpado, aun falta documentar bien estos estudios

con estudios comparativos (Curren y Harbell, 1998). 11

6. La cOrnea del conejo es diferente en el grosor que es aproximadamente
de 0,37 mm mientras que en la cornea humana es de 0,51 mm
(Calabrese, 1983). La secrecioén lacrimal de los conejos es menor al del
ser humano. Por ultimo, los conejos jévenes tienen la capacidad de
regenerar el endotelio corneal dafiado, mientras que el ser humano no

tiene esta capacidad. !
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2.2.13HET CAM

La membrana Corioalantoidea (CAM)

Estructura muy vascularizada, utilizada por intercambio gaseoso a través de la
cascara del huevo de gallina es una el embrién de pollo para el del huevo. Sus
caracteristicas estructurales la hacen similar a tejidos altamente vascularizados

como la conjuntiva y su respuesta es eficaz ante productos irritantes.

HET-CAM

La finalidad de ensayo es la valoracion del efecto irritante de las sustancias
quimicas con la utilizacion de la membrana Corioalantoidea en esta técnica
podemos observar los cambios que suceden en la membrana cémo son las
hemorragias la vasoconstriccion y la coagulacién es importante recalcar el uso
de huevos fértiles incubados menores a 10 dias ya que posterior a los 10 dias el
embrion desarrollo el sistema nervioso que lo hace proclive a sentir dolor.

La concentraciéon de las sustancias a utilizar en el método de HET-CAM
generalmente son menores al 5%.

Protocolo experimental

Se basa en el protocolo INVITTOX num. 96 descrito a partir de los trabajos de
Luepke (1985).

e Latécnica consiste en utilizar la CAM un modelo que simule un ojo
humano para poder en ella utilizar y medir el grado de toxicidad de las
sustancias quimicas empleadas en la industria para este fin es
necesario huevos fértiles con una incubacion maxima de 10 dias , es
necesario aperturar el huevo y exponerla ambiente la membrana
Corioalantoidea, para esto se ubica la zona la ancha del huevo donde
se encuentra la camara de aire, es importante la pericia del analista a la
hora de aperturar los huevos , antes de la cam encontraremos la
membrana blanquecina esta se debera retirar humedeciéndola con
ayuda de suero fisiolégico por un lapso de 5 minutos luego de retirar
esta nos encontraremos con la CAM una membrana altamente irrigada
y vascularizada.
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FIGURA 7: PREPARACION DE LA MEMBRANA CORIOALANTOIDEA.

| R

En laimagen superior se muestra la preparacion de la membrana, primero se recorta la cascara del huevo (a) y se elimina
una primera membrana blanquecina (b) para exponer la CAM. A continuacion, se aplican los productos (c) y se valoran
los fenémenos de forma visual (d)

Martinez (2007) “Marcadores de irritacion en modelos celulares y organotipicos como alternativa a los ensayos in vivo
aplicado al estudio de tensioactivos del tipo lipoaminoacido [tesis pre grado]. Recuperado de
http://hdl.handle.net/2445/41761

e Exposicion de la membrana Corioalantoidea a productos tensioactivos.
Se prepararon las soluciones0 al 2 % (p/v) en solucién salina fisiologica
y se aplicaron 0,3 mL de la solucion a la membrana Corioalantoidea por
20 segundos. Luego se lavd con agua destilada y se realizd la
observacion de la membrana poara ver la aparicion de hemorragias,
vasoconstriccion y coagulacién. Se anotaran en una ficha durante el

periodo de 5 minutos

e Para poder calcular el indice de irritacion ocular es necesario utilizar la
siguiente formula en la cual se valora los tiempos de aparicion de los
distintos fendbmenos como la hemorragia la coagulacién y la

vasoconstriccion:

(301-h)x5  (301-)x7  (301-c)x9
+ ]
300 300 300

Las letras h, v y c corresponden a los tiempos de aparicion de hemorragia y se
expresa en segundos, lo mismo para los parametros de vasoconstriccion y
coagulacion, respectivamente., los tensioactivos se clasifican segun la Tabla 3.
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TABLA 3: CLASIFICACION DE LAS SUSTANCIAS IRRITANTES HET-CAM.

IIO Clasificacion
De0a09 No irritante
Dela49 Ligeramente irritante
De 5889 Irritante
De9 a2l Muy irritante

Segun el indice de irritacidon ocular por el método HET-CAM.

Modificacion del HET-CAM: CAM-TBS

El método HET-CAM presenta el inconveniente que esta sujeto a la valoracion
subjetiva del observador por lo tanto no es confiable ni reproducible este método
a escala . Para evitar esto, se desarroll6 una modificacion almetodo llamado
CAM- TBS, , en este caso, lo que se valora es la capacidad del colorante azul de
tripdn de penetrar a través de las membranas lesionadas. Esta modificacion
determina la cantidad de colorante que absorbe la membrana, por tanto, a
diferencia del HET-CAM, es un método cuantitativo.

e Protocolo experimental del método CAM - TBS. Después de que se
expuso la membrana corioalantoidea a la sustancia tensioactiva se
depositaron 0,5 mL de la solucién de azul de tripan (0,1 % en PBS) por un
tiempo de 1minuto. Luego se lava y se coloca en una capsula de Petri con
agua destilada y asi eliminar el exceso de colorante que no se ha
absorbido. Para determinar la cantidad de colorante absorbida por la
membrana corioalantoidea se pesa y se introdujo en un tubo de material
de poliestireno y se agrega 3 mililitros de formamida que es un solvente

gue extrae el colorante que es absorbido o fijado por la membrana.
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Cuando la formamida extrae todo el colorante fijado se retira la membrana
y de la solucién se mide la absorbancia. se analizé el espectro de
absorbancia de la solucion de azul de tripan (Figura 8) para establecer el

pico maximo de absorbancia que esta entre los 580 y los 620 nm.

FIGURA 8: ESPECTRO DE ABSORBANCIA DEL COLORANTE AZUL DE TRIPAN
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En este caso el pico maximo de absorbancia se encuentra a 611 nm.

Martinez (2007) “Marcadores de irritacién en modelos celulares y organotipicos como alternativa a los ensayos in vivo
aplicado al estudio de tensioactivos del tipo lipoaminoacido [tesis pre grado]. Recuperado de
http://hdl.handle.net/2445/41761

La concentracion final de colorante de las muestras se calculé a partir de una
recta patron calculada a partir de cantidades conocidas del colorante. Los
resultados se expresaron en nanomoles del colorante adsorbido por mg de tejido.
El hecho de expresar la cantidad de colorante en funcion del peso del tejido
reduce la variabilidad de los resultados ya que no es necesario cortar siempre la
misma cantidad de membrana, una maniobra bastante delicada (Vinardell y
Garcia, 2000).
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FIGURA 9: ECUACION DE LA RECTA DE ABSORBANCIAS DE AZUL DE TRIPAN.
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Martinez (2007) “Marcadores de irritacion en modelos celulares y organotipicos como alternativa a los ensayos in vivo
aplicado al estudio de tensioactivos del tipo lipoaminoacido [tesis pre grado]. Recuperado de
http://hdl.handle.net/2445/41761

En funcién de la cantidad de colorante adsorbido a la membrana, los compuestos
pueden clasificarse segun se muestra en la Tabla 4.

TABLA 4: CLASIFICACION DE LAS SUSTANCIAS IRRITANTES HET TBS

Colorante adsorbido )
Clasificacion

(nmoles/mg)

<0,100 Mo irritante
0,100-0,150 ! Irritante
>0,150 . Muy irritante

Clasificacion de las sustancias irritantes en funcién de la cantidad de azul de
tripan absorbido en la membrana.

46


http://hdl.handle.net/2445/41761

2.3Hipotesis:

2.3.1 Hipotesis general.

La toxicidad ocular aguda de los colirios de fluconazol
analizadas por el método HET-CAM elaborados en el

Hospital de emergencias Villa El Salvadores Baja.

2.3.2 Hipotesis especificas.

2.4 Variables.

1. ¢Existen valores: temperatura, humedad, densidad de los

huevos de gallina (Gallus gallus domesticus) Segun el
protocolo HET-CAM?

¢ Existen toxicidad ocular aguda en los colirios de fluconazol
a las concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL
por el método HET-CAM en el Hospital de emergencias Villa

el Salvador?

¢ Existen concentraciones téxicas de colirio de fluconazol

comparado con el colirio Nafazolina?

2.4.1 Tabla de operacionalizacién de variables.

VARIABLES DEPEDIENTE . Nivel de toxicidad TOXICOLOGIA
ocular aguda
. Colirios elaborados a
base de fluconazol a 2mg /mL
. Colirios elaborados a
VARIABLE INDEPENDIENTE base de fluconazol a 4mg/mL FARMACIA MAGISTRAL
o Colirios elaborados a
base de fluconazol a 6mg /mL
o Colirios elaborados a

base de fluconazol a 8mg /mL
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2.5 Marco conceptual?®’

1. Embrion: Es el inicio del crecimiento y desarrollo de un ser vivo cuando esta
ubicado en el huevo o utero de la madre.

2. Colirio: Es un medicamento liquido que permite su aplicacion en el ojo en
gotas dosificadas.

3. Lisis vascular (het cam): Desintegracion de los vasos sanguineos.

4. Hemorragia (het cam): Sangrado de los vasos.

5. Coagulacién (het cam): Desnaturalizacién de proteinas intravasculares y

extravasculares.

6. Incubacién: Puede referirse a la accion de calentar los huevos llevada a

cabo por los animales oviparos para que sus crias se desarrollen y nazcan

7. Concentracion: Se refiere a la cantidad de soluto que se disuelve en un
disolvente, esta proporcién no cambiara a menos que se agregue mas soluto
0 mas solvente

8. Prueba Draize: Es una prueba para evaluar la toxicidad la irritacion que
causa en las zonas cutanea u ocular

9. Membrana Corioalantoidea: Es una membrana presenta generalmente en
aves y reptiles esta muy vascularizada y se forma por la unién del corion y el
alantoides

10. Queratitis: Es una inflamacién de la cornea que puede llegar a comprometer
la vision.
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11.Ulcera: Es una lesion en forma de crater, rotura de la piel o inflamacién. Las
Ulceras pueden tener origen y localizacion muy variada. En general pueden

estar acompafada de una infeccion y asumen formas de varios tipos.

12.Irritacién: Es una inflamacion de la piel que puede presentar enrojecimiento

0 picazon debido al contacto de una sustancia extrafia

13.Camara de aire del huevo: Es el espacio vacio entre la clara que esta
cubierta por membrana y la cascara del huevo, el tamafio de la camara de

aire nos indica la frescura del huevo.

14.Humedad relativa media: Es la cantidad de agua que se encuentra en el
aire en forma de vapor, comparando este con el valor maximo de agua que

puede contener el aire

15.Aguda: Es un término que define "tiempo de evolucién" de alguna
enfermedad.

16.Huevo de gallina fértil: Es producido por un plantel reproductor, donde
conviven los machos con las hembras, y por lo tanto ese huevo ha sido
fertilizado, en lugar de presentar un blastodisco, presenta un blastodermo, o
sea contiene un embrién antes de haber sido puesto

17. Blastodermo: Es una membrana de origen primario o0 primitiva que se

presenta en animales inferiores esta estd formando la pared de la blastula,
en os mamiferos forma parte del blastocito.
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CAPITULO Ill. METODO.
3.1Tipo de estudio.

Observacional

Porque mediante el estudio logramos recopilar los datos de irritacion a partir de
la observacion como punto de inicio dando a conocer los niveles de toxicidad
ocular aguda de los colirios mediante la observacion directa la membrana
Corioalantoidea (CAM) elaborados en el hospital de emergencias de Villa El
Salvador (HEVES) - Villa el Salvador.

3.2Disefo a utilizar.

Experimental

La investigacion experimental consiste en utilizar el método cientifico en conjunto
con una serie de experimentos tanto dentro como fuera de un laboratorio. Se
desea comprobar los efectos de una intervencion especifica del investigador.

3.3Poblacion.

Colirios elaborados a base de fluconazol

3.4Muestra.
4 colirios elaborados a base de fluconazol:

e 01 colirio elaborados a 2mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 4mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 6mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 8mg /mL de fluconazol.
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3.5Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La recoleccion de datos se desarroll6 mediante formatos que describen los
informes técnicos obtenidos mediante el analisis experimental.

Equipos

Ovoscopio. s/marca
Incubadora. s/marca
Balanzas analiticas Radwag
Macroscopio

Cronémetros.

NANENENRN

Insumos

v' Hidréxido de sodio.

v Lauril sulfato de sodio.
v Cloruro de sodio

v' Agua destilada.

Materiales

Fiolas 100mL.
Mortero y pilén.
Pipetas.

Pinzas quirdrgicas.
Tijeras quirargicas.
Soporte para huevos.
Rotuladores.

Lunas de reloj.

Vaso Beaker.
Baguetas.

AN N N N N N N Y NN
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1. ELABORACION DE LA INCUBADORA

La incubadora se elabor6 a base bloques de madera tornillo de
dimensiones: 1.50m de largo, 80 cm de ancho una altura de 30 cm.

FIGURA 10: ELABORACION DE INCUBADORA

Se le agrego placas de Tecnopor en todo el interior con la finalidad de
preservar el ecosistema creado en el sistema, posteriormente se le
agrego:

v sensores de humedad
v'sensor de temperatura ambiente

v el sistema de ventilacion

v’ el sistema de volteo automatico.

v' Se agreg0 2 las fuentes de calor de 25Watts

y finalmente se le hizo 6 agujeros de diferentes tamafios con la finalidad
de generar viento por la diferencia de temperaturas (el intercambio de aire
sistema), todos estos requisitos indispensables.
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FIGURA 11: INTERCAMBIO DE AIRE DE LA INCUBADORA

RECOLECCION Y SELECCION DE LOS HUEVOS FERTILES

Los 120 huevos fértiles fueron proporcionados por a Dofia Diana duefa
de la una avicola en Villa el Salvador, luego de la recoleccion se empez6
a separar los huevos fértiles en base al protocolo de invittox 96 siendo
estos: peso, tamafo, forma del huevo, tiempo de haber sido procreado,
raza de los padres etc. Luego se hizo la prueba de densidad en el agua
para determinar el dafio interno de los huevos, obteniendo de este control
de calidad un total de 90 huevos 6ptimos para la incubacion.

FIGURA 12: PRUEBA DE DENSIDAD POSITIVA.

Se observa en la imagen el huevo fértil con densidad optima (camara de aire optima)
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FIGURA 13: PRUEBA DE DENSIDAD CONTAMINADA

(RS
Se observa en la imagen huevos que no pasaron la prueba de densidad. Camara de aire contaminada.

ELABORACION DEL OVOSCOPIO:

Para fabricar el ovoscopio se us6 un cilindro de plastico PVC el cual fue
internamente forrado con papel aluminio acoplandolo a un foco led de
95watts de luz blanca potente con sdcalo en la base, finalmente en la
parte superior del cilindro una tapa de PVC con un orificio de un tamafio
proporcional al tamafio del huevo.

FIGURA 14: ELABORACION DE OVOSCOPIO
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4. INCUBACION DE LOS HUEVOS FERTILES SELECIONADOS

Para la incubacion se preparo la incubadora con los estandares detallados
en el protocolo de invittox 96 luego se procedio a depositar los huevos en

Sus respectivos lugares.

FIGURA 15: HUEVOS FERTIL EN INCUBADORA

En la figura nos encontramos preparando la incubadora para posteriormente depositar los huevos que pasaron
todos los criterios de exclusién dentro la incubadora.
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FIGURA 16: DIA 1 DE INCUBACION.

De inicia la incubacién exitosamente con todos los indicadores éptimos (temperatura humedad relativa estables
y constantes)

5. VOLTEO AUTOMATICO, TEMPERATURA Y HUMEDAD.

A partir del 3 dia se dispuso a hacer el volteo con la finalidad de fortalecer
el embridn luego se procedié a programar el volteo automatico cada 4
horas la temperatura adecuada para el desarrollo embrionario es 37.8 C°
y la humedad relativa en el rango de 55 a 65 estos se deben mantener
hasta el noveno dia.
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FIGURA 17: SENSOR DE TEMPERATURA DIGITAL
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FIGURA 18: SISTEMA DE VENTILACION Y VOLTEO AUTOMATICO
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ELABORACION DE COLIRIOS DE FLUCONAZOL
ELABORACION DE LOS COLIRIOS

La formulacion magistral es una facultad exclusiva los Quimicos
Farmacéuticos, a diferencia de otras facultades que compartimos con los
demés profesionales la salud como lo son la farmacoterapia y la
farmacovigilancia. Esto hace a la farmacotecnia una actividad estratégica
dentro de los Servicios de Farmacia capaz de brindar una medicacion
personalizada a la exigencia de cada paciente. Para elaboracion de los
colirios de Fluconazol usamos las instalaciones de Farmacia Magistral del
Hospital de Emergencias de Villa el Salvador en el afio 2018.

FIGURA 19: FLUCONAZOL USP

Empleamos 100mg de Fluconazol USP 35 (Quimicamente Puro) comprado en la
drogueria Quimica Express S.A.C.

FIGURA 20: TOMA DE MUESTRA (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)
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FIGURA 21: PESADO SOLUTO (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)

FIGURA 22: SOLVENTE (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)
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Después se procedio a ejecutar la prueba de solubilidad para eso depositamos
un 1g de fluconazol USP 35 en un Beaker de 20mL y completamos con agua
para jeringas dandonos como resultado que fluconazol USP 35 es muy soluble
en agua.

FIGURA 23: MEZCLADO Y HOMOGENIZADO (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)

FIGURA 24: SOLUBLE EN AGUA (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)
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En la imagen se aprecia la solubilidad del Fluconazol en agua para jeringas, Se
Agreg6 Temperatura Media Para Una Correcta Homogenizacion
se aprecia la solubilidad del Fluconazol en agua para jeringas.

FIGURA 25: PESADO DE SOLUTO (HET CAM - COLIRIOS)

Procedemos a pesar el soluto de nuestros colirios de 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL y 8mg/mL respectivamente y lo vertimos
en un vaso Beaker de 50mL,
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FIGURA 26: SOLUTOS (HET CAM - COLIRIOS)

En la imagen se aprecia los 4 solutos de nuestros futuros colirios ya pesados y siendo esterilizados por la luz ultravioleta
del equipo

FIGURA 27: FRASCOS AMBAR (HET CAM - COLIRIOS)

Frascos tipo gotero de vidrio ambar capacidad 30mL
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A continuacion, procedemos a desinfectar los goteros ambar de nuestros futuros
colirios con alcohol 98° dejamos secar en la campana de flujo laminar.

FIGURA 28: CAMARA DE FLUJO LAMINAR

Procedemos a esterilizar muestro equipo de trabajo

Nuestros solutos junto con nuestros demas insumos son dirigidos hacia la
campana de flujo laminar y encendemos la luz Ultra violeta del equipo por 5
minutos para asegurar la esterilidad de los futuros colirios, luego procedemos a
encender la extraccion de aire de la campana de flujo laminar (FILTROS HEPA)
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FIGURA 29: VERTIDO DE SOLUTOS Y SOLVENTES

Con ayuda de jeringas procedemos a mezclar los solventes (Agua para jeringas
y Suero fisiologico NaCl 0.9%) y preservantes (Hidroximetilcelulosa) junto con
los solutos (Fluconazol),

FIGURA 30: HOMOGENIZACION DE SOLUTOS Y SOLVENTES

En la imagen estamos homogenizando nuestra solucion colirio
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FIGURA 31: ROTULAMOS COLIRIOS DE FLUCONAZOL 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL y
8mg/mL

Rotulamos y finalmente obtenemos como resultado 4 colirios de fluconazol estériles
Optimos para el uso clinico.

FIGURA 32: COLIRIOS DE FLUCONAZOL 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL y 8mg/mL

En la imagen se puede apreciar la luna de vidrio que separa la campana de flujo laminar del ambiente.
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FIGURA 33: DEPARTAMENTO DE FARMACIA MAGISTRAL H.E.V.E.S

Este Fase de la investigacion no hubiese sido posible si el apoyo del
departamento de Farmacia Magistral del Hospital de Emergencias de Villa el
Salvador, al quienes les estoy muy agradecido, en el especial al Dr. Q.F.
Guillermo Gallardo.
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FASE EXPERIMENTAL

INSTRUMENTOS

e Hidroxido de sodio

e Lauril sulfato de sodio
Cloruro de sodio
Fiolas 100mL
Mortero y pildn
Pipetas

Cloruro de sodio
Ovoscopio

Pinzas quirdrgicas
Tijeras quirdrgicas
Incubadora
Crondmetros
Soporte para huevos
Macroscopio
Rotuladores
Balanzas analiticas
Lunas de reloj

Vaso Beaker

Agua destilada
Baguetas

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Los siguientes reactivos fueron preparados en los laboratorios de especialidad
de la facultad de Farmacia y Bioquimica: Lauril Sulfato de Sodio 1N (SDS) y
Hidréxido de Sodio 1% (NaOH) al momento de realizar el método.
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FIGURA 34: CRISTALES DE NaOH.

Molienda de los cristales de NaOH

FIGURA 35: LAURIL SULFATO DE SODIO QP (SDS).
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FIGURA 36: PESAJE DE INDICADORES

69



FIGURA 37: PREPARACION DE LOS REACTIVOS SDS Y NaOH

FIGURA 38: COLIRIOS DE FLUCONAZOL DE 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL y 8mg/mL
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FIGURA 39: ABRIMOS LA INCUBADORA Y SACAMOS UN HUEVO
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FIGURA 40: INICIO DEL METODO HET-CAM

Tomamos un huevo de la incubadora y ubicamos la zona de la camara de aire
delineamos para minimizar el error técnico.
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FIGURA 41: PROCEDEMOS DELINEAR LA CAMARA DE AIRE

Procedemos a romper la cascara con pequefios golpes cuidadosamente.
Encontraremos la membrana que cubre la membrana Corioalantoidea.
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FIGURA 42: EXTRACCION DE LA CASCARA

Ayudandonos de una pinza estéril procedemos a extraer las pequefas porciones
de cascara.
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FIGURA 43: PROCEDEMOS A RETIRAR LA MEMBRANA DE LA CAMARA DE AIRE

Previamente hay que humedecer con suero fisiolégico la membrana calcio de la
camara de aire por cinco minutos.
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FIGURA 44: HUEVO INFERTIL

El huevo evaluado resulto ser infértil procedemos a desecharlo
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FIGURA 45: NUEVO HUEVO

Probamos con un nuevo huevo resultando éptimo para realizar la prueba HET
CAM.

FIGURA 46: APERTURA DEL HUEVO FERTIL
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FIGURA 47: HUEVO FERTIL - MEMBRANA CORIOALANTOIDEA

3.6Procesamiento de datos

e Se proceso la informacion dividendo los datos en 4 grupos donde:

» Grupo |: consta de 20 ensayos HET-CAM de Colirios de Fluconazol
a 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL y 8mg/mL.

» Grupo ll: consta de 20 ensayos HET-CAM de Colirios de Fluconazol
a 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL y 8mg/mL.

» Grupo lll: consta de 20 ensayos HET-CAM de Colirios de
Fluconazol a 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL y 8mg/mL.

» Grupo IV: consta de 20 ensayos HET-CAM de los controles
positivo, negativo, blanco y Nafazolina.

e El andlisis y procesamiento de datos se realizd con Software SPSS
version 22 para Windows y el programa Microsoft Excel 2016.
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CAPITULO IV. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1Presentacion de resultados

e Los colirios de fluconazol se elaboraron en el departamento de farmacia
magistral del Hospital de Emergencias de Villa el Salvador.

e El método HET- CAM se realizd en el laboratorio de especialidad de
toxicologia de la facultad de farmacia y bioquimica de la universidad inca
Garcilaso de la vega.

Método HET-CAM

Siguiendo los lineamientos de invittox 96, luego de 5 minutos de exposicion de
la sustancia a analizar es tiempo suficiente para revelar efectos toxicos e
irritantes, segun los autores del método la exposicion adicional es irrelevante
para determinar algun dafio de membrana. (s
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FIGURA 48: CONTROL NEGATIVO NaCl 0.9%

FIGURA 49: RESULTADO CONTROL NEGATIVO NaCl 0.9%

Control negativo NaCl 0.9% sin reaccion
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FIGURA 50: CONTROL POSITIVO Y RESULTADO DE NaOH 1%

control positivo NaOH 1% se observa lisis hemorragia y ligera coagulacion.

FIGURA 51: CONTROL POSITIVO Il Y RESULTADO DE LAURIL SULFATO DE SODIO 1IN
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Prueba de control positivo Lauril Sulfato de sodio se observa hemorragia y
coagulacion.

FIGURA 52: PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 2mg/mL

Probamos con un nuevo huevo resultando éptimo para realizar la prueba HET
CAM usamos nuestro colirio de Fluconazol de 2mg/mL observamos la reaccién
por 300 segundos.
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FIGURA 53: RESULTADO PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 2mg/mL

Después de 300 segundo frente al reactivo de 2mg/mL no se observa reaccion
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FIGURA 54: PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 4mg/mL

FIGURA 55: RESULTADO PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 4mg/mL

Prueba con 4mg/mL sin reaccion
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FIGURA 56: PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 6mg/mL

FIGURA 57: RESULTADO PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 6mg/mL

el colirio 6mg/mL Podemos observar hemorragia y coagulacion
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FIGURA 58: PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 8mg/mL

FIGURA 59: RESULTADO PRUEBA HET CAM COLIRIO DE FLUCONAZOL DE 8mg/mL

1

Colirio 8mg/mL Podemos observar marcada hemorragia, lisis y coagulacion.
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TABLA 5: Resultados de los controles del método Het — Cam / control
negativo Suero fisiologico NaCl 0.9% (Grupo V)

Control Negativo Lisis Hemorragia  Coagulacion Il Clasificacion
NaCl 9% | 301 301 301 0 NO IRRITANTE
NaCl 9% Il 301 301 301 0 NO IRRITANTE
NacCl 9% Il 301 301 301 0 NO IRRITANTE
NaCl 9% IV 301 301 301 0 NO IRRITANTE
NaCl 9% Vv 301 301 301 0 NO IRRITANTE

PROMEDIO 0 NO IRRITANTE

suero fisioldgico siendo mas sustancia de pH neutro no produce reacciones
toxicas e irritantes en la membrana Corioalantoidea. Resultado una sustancia no
irritante.

TABLA 6: Resultados de los controles del método Het — Cam / Control
Positivo | NaOH 0.1N (Grupo V)

Control Positivo | Lisis Hemorragia Coagulacién Il Clasificacion
NaOH 0.1N | 85 181 155 11.42 IRRITANTE SEVERO
NaOH 0.1N Il 40 82 210 12.47 IRRITANTE SEVERO
NaOH 0.1N Il 35 80 214 12.5 IRRITANTE SEVERO
NaOH 0.1N IV 16 37 223 13.39 IRRITANTE SEVERO
NaOH 0.1N V 46 86 180 13.16 IRRITANTE SEVERO
PROMEDIO 12.58 IRRITANTE SEVERO

El hidroxido de sodio siendo una sustancia alcalina (base fuerte) produce
reacciones en la membrana Corioalantoidea. Se puede observar lisis,
Hemorragias y coagulacién Resultando una sustancia irritante severa.
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TABLA 7: Resultados de los controles del método Het — Cam / Control
Positivo Il Lauril Sulfato SDS 1% (Grupo V)

Control Positivo Il Lisis Hemorragia  Coagulacion Il Clasificacion
Lauril Sulfato SDS 1% | 124 161 175 10.24 IRRITANTE SEVERO
Lauril Sulfato SDS 1% Il 120 149 160 10.99 IRRITANTE SEVERO
Lauril Sulfato SDS 1% Il 110 150 170 10.90 IRRITANTE SEVERO
Lauril Sulfato SDS 1% IV 112 150 163 11.07 IRRITANTE SEVERO
Lauril Sulfato SDS 1% V 128 147 195 9.78 IRRITANTE SEVERO
PROMEDIO 10.59 IRRITANTE SEVERO

El Lauril sulfato de sodio del usado en industrial como detergente por su tenso
activo iénico, empleado en diversos productos de higiene personal como pasta
de dientes, champu y jabones de bafio, entre los efectos dafinos estan remover
aceites y grasas de la piel, y causar irritacion en piel y ojos. Por sus propiedades
irritantes es usada en el método HET-CAM como un control positivo Segun
nuestras pruebas Lauril sulfato produce lisis, hemorragia Y coagulacion.
concluyendo que Lauril sulfato de sodio es un Irritante severo.

TABLA 8: Resultados de los controles del método Het — Cam / estandar
colirio de Nafazolina (Grupo V)

STANDAR Lisis Hemorragia  Coagulacion Il Clasificacion
Nafazolina | 301 301 301 0 NO IRRITANTE
Nafazolina ll 301 301 301 0 NO IRRITANTE
Nafazolina lll 301 301 301 0 NO IRRITANTE
Nafazolina IV 301 301 301 0 NO IRRITANTE
Nafazolina V 301 301 301 0 NO IRRITANTE
PROMEDIO 0 NO IRRITANTE

Es un simpaticomimético,

una imidazolina descongestiva que produce

estimulacién directa de los receptores a-adrenérgicos del sistema nervioso
simpatico, produciendo vasoconstriccion. Actia como descongestivo oftalmico.
Por los altos controles de seguridad concerniente a la irritabilidad dérmica
y oftdlmica es usado en nuestra investigacion como punto de referencia
estandar.
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TABLA 9: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 2mg/mL (Grupo )

Fluconazol 2mg/mL Lisis Hemorragia Coagulacion LI Clasificacion
1 301 301 301 0 NO IRRITANTE
2 301 301 301 0 NO IRRITANTE
3 301 301 301 0 NO IRRITANTE
4 301 301 301 0 NO IRRITANTE
5 301 301 301 0 NO IRRITANTE
PROMEDIO NO IRRITANTE

I.I=(301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:
.I. = indice de irritacion
TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE
1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 10: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 4mg/mL (Grupo )

Fluconazol 4mg/mL Lisis Hemorragia Coagulacion LI Clasificacion
6 301 301 301 0 NO IRRITANTE
7 301 301 301 0 NO IRRITANTE
8 301 301 301 0 NO IRRITANTE
9 301 301 301 0 NO IRRITANTE
10 301 301 301 0 NO IRRITANTE
PROMEDIO NO IRRITANTE

I.I=(301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:
.I. = indice de irritacion
TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE
1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 11: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 6mg/mL (Grupo )

Fluconazol 6mg/mL Lisis

11
12
13
14
15
PROMEDIO

68
90
55
50
57

Hemorragia
301
301
301
301
301

Coagulacion
301
301
301
301
301

Ll

5.44
4.92
5.74
5.86

5.69
5.53

Clasificacion

IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE LEVEL
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE MODERADO

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

l.I. = indice de irritacion

TH = Tiempo de aparicion de hemorragia

TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM
0-0,9

1,0-4,9

5,0-8,9
9,0-21,0

CATEGORIAS IRRITANTES
NO IRRITANTE

IRRITANTE LEVE
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE SEVERO
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TABLA 12: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 8mg/mL (Grupo )

Fluconazol 8mg/mL Lisis

16
17
18
19
20
PROMEDIO

20
15
17
45
48

Hemorragia Coagulacion Il Clasificacion

25 155 15.54 IRRITANTE SEVERO

30 276 11.94 IRRITANTE SEVERO

52 301 10.78 IRRITANTE SEVERO

88 126 14.77 IRRITANTE SEVERO

85 113 15.14 IRRITANTE SEVERO
13.63 IRRITANTE SEVERO

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

.I. = indice de irritacion
TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE

1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 13: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 2mg/mL (Grupo II).

Fluconazol 2mg/mL

PROMEDIO

1

u A W N

301
301
301
301
301

Lisis Hemorragia

301
301
301
301
301

Coagulacion
301
301
301
301
301

Il Clasificacion

O O O O O ©

NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde

1. = indice de irritacién

TH = Tiempo de aparicion de hemorragia

TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM
0-0,9

1,0-4,9

5,0-8,9
9,0-21,0

CATEGORIAS IRRITANTES
NO IRRITANTE

IRRITANTE LEVE
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE SEVERO
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TABLA 14: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio

Fluconazol 4mg/mL (Grupo II)

Fluconazol 4mg/mL Lisis Hemorragia
6 301 301
7 301 301
3 301 301
9 301 301
10 301 301
PROMEDIO

Coagulacion
301
301
301
301
301

O O O O O ©

| Clasificacion
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE

I.I=(301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

l.1. = indice de irritacion
TH = Tiempo de aparicién de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis
TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM
0-0,9

1,0-4,9

5,0-8,9
9,0-21,0

CATEGORIAS IRRITANTES
NO IRRITANTE

IRRITANTE LEVE
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE SEVERO
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TABLA 15: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 6mg/mL (Grupo II)

Fluconazol 6mg/mL Lisis Hemorragia Coagulaciéon .| Clasificacion
11 72 301 301 5.34 IRRITANTE MODERADO
12 68 301 301 5.43 IRRITANTE MODERADO
13 65 301 301 5.50 IRRITANTE MODERADO
14 93 301 301 4.85 IRRITANTE LEVEL
15 76 301 301 5.25 IRRITANTE MODERADO
PROMEDIO 5.27 IRRITANTE MODERADO

.l = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:
I.1. = indice de irritacion
TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis
TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE
1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 16: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 8mg/mL (Grupo Il)

Fluconazol 8mg/mL

16
17
18
19
20
PROMEDIO

17
31
22
35
40

Lisis

Hemorragia Coagulacion Il Clasificacion

56 160 14.94 IRRITANTE SEVERO

63 154 14.67 IRRITANTE SEVERO

57 124 15.88 IRRITANTE SEVERO

80 214 12.50 IRRITANTE SEVERO

82 210 12.47 IRRITANTE SEVERO
14.09 IRRITANTE SEVERO

I.I=(301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

I.1. = indice de irritacion

TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE

1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 17: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio

Fluconazol 2mg/mL (Grupo IlI)

Fluconazol 2mg/mL Lisis Hemorragia
1 301 301
2 301 301
3 301 301
4 301 301
5 301 301
PROMEDIO

Coagulacion
301
301
301
301
301

O O O O O ©

| Clasificacion
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

1. = indice de irritacién

TH = Tiempo de aparicidon de hemorragia

TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacién

RANGO HET-CAM
0-0,9

1,0-4,9

5,0-8,9
9,0-21,0

CATEGORIAS IRRITANTES
NO IRRITANTE

IRRITANTE LEVE
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE SEVERO
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TABLA 18: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio

Fluconazol 4mg/mL (Grupo Ill)

Fluconazol 4mg/mL Lisis Hemorragia
6 301 301
7 301 301
3 301 301
9 301 301
10 301 301
PROMEDIO

Coagulacion
301
301
301
301
301

Il Clasificacion

O O O O O ©

NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE
NO IRRITANTE

I.I=(301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

.I. = indice de irritacién

TH = Tiempo de aparicion de hemorragia

TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicidon de coagulacién

RANGO HET-CAM
0-0,9

1,0-4,9

5,0-8,9
9,0-21,0

CATEGORIAS IRRITANTES
NO IRRITANTE

IRRITANTE LEVE
IRRITANTE MODERADO
IRRITANTE SEVERO
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TABLA 19: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 6mg/mL (Grupo Ill)

Fluconazol 6mg/mL Lisis Hemorragia Coagulaciéon .| Clasificacion
11 70 301 301 5.39 IRRITANTE MODERADO
12 67 301 301 5.46 IRRITANTE MODERADO
13 80 301 301 5.15 IRRITANTE MODERADO
14 85 301 301 5.04 IRRITANTE MODERADO
15 75 301 301 5.27 IRRITANTE MODERADO
PROMEDIO 5.26 IRRITANTE MODERADO

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:
l.I. = Indice de irritacién
TH = Tiempo de aparicién de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicidon de coagulacién

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE

1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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TABLA 20: Resultados de los controles del método Het — Cam colirio
Fluconazol 8mg/mL (Grupo Ill)

Fluconazol 8mg/mL Lisis

16

17

18

19

20
PROMEDIO

18
17
16
31
46

Hemorragia Coagulacién Ll Clasificacion

28 158 15.44 IRRITANTE SEVERO

41 215 13.54 IRRITANTE SEVERO

37 223 13.39 IRRITANTE SEVERO

92 170 13.71 IRRITANTE SEVERO

86 180 13.16 IRRITANTE SEVERO
13.85 IRRITANTE SEVERO

.1 = (301- seg TH/300) 5 + (301-seg TL / 300) 7 + (301- seg TC)/300) 9

Donde:

l.I. = Indice de irritacién
TH = Tiempo de aparicidon de hemorragia
TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicidon de coagulacién

RANGO HET-CAM CATEGORIAS IRRITANTES

0-0,9 NO IRRITANTE

1,0-4,9 IRRITANTE LEVE
5,0-8,9 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVERO
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Analisis de los Resultados por Grupos: | - Il =11

Se Analizo los promedios de los resultados de cada grupo, se omitieron los
resultados de los grupos con colirios de concentracion 2mg/mL y 4 mg/mL por
poseer un mismo resultado en todo el ensayo.

TABLA 21: ANALISIS DE RESULTADOS POR GRUPOS.

ANALISIS DE RESULTADOS POR GRUPOS

COLIRIOS PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO
GRUPO | GRUPOIII GRUPOIIII
Fluconazol 2mg/mL 0 0 0
Fluconazol 4mg/mL 0 0 0
Fluconazol 6mg/mL 5.53 5.27 5.26
Fluconazol 8mg/mL 13.63 14.09 13.85

Figura 60: Andlisis de los Resultados de los colirios de 6mg/mL de los
Grupos [|-1lI-1l

Fluconazol 6mg/ml

5.55
5.5
5.45
5.4
5.35
5.3
5.25
5.2
5.15

5.1

El colirio de Fluconazol 6mg/mL se mantiene en un rango de indice de
irritabilidad que va desde 5.1 hasta 5.55 lo cual denota su potencial irritante
(irritante severo).
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Figura 61: Andlisis de los Resultados de los colirios de 8mg/mL de los

Grupos |-1I-1l

14.2
14.1

14
13.9
13.8
13.7
13.6

13.5

13.4

Fluconazol 8mg/ml

El colirio de Fluconazol 8mg/mL se mantiene en un rango de indice de
irritabilidad que va desde 13.4 hasta un pico 14.2 lo cual denota su potencial

irritante (irritante severo) altamente téxico.

TABLA 22: ANALISIS DE DESVIACION ESTANDAR DE LOS GRUPOS I-lI-lIl.

desviacion estandar de 2mg/mL 0
desviacion estandar de 4mg/mL 0
desviacion estandar de 6mg/mL | 0.37
desviacion estandar de 8mg/mL | 2.13

desviacién estandar de 2mg/mL 0
desviacion estandar de 4mg/mL 0
desviacién estandar de 6mg/mL 0.26
desviacién estandar de 8mg/mL 154
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desviacion estandar de

2mg/mL 0
desviacion estandar de
4mg/mL 0
desviacion estandar de
6mg/mL 0.17
desviacion estandar de
8mg/mL 0.91

Figura 62: Analisis de los Resultados de los colirios de 2 mg/mL, 4 mg/mL
,6 mg/mL y 8mg/mL de los Grupos |-l —Ill.

RESULTADOS ANALISIS HET-CAM

.,
.

Fluconazol 4mg/ml

Fluconazol 2mg/ml

0 2 4 6 8 10 12 14 16

M Series3 M Series2 M Seriesl

El colirio de fluconazol 2 mg/mL, 4 mg/mL, respectivamente posee un indice de
irritabilidad O lo cual los hace seguro y pueden ser usado en la farmacoterapia a
partir 6 mg/mL y 8mg/mL observamos niveles de toxicidad severos los indices
de toxicidad se mantienen en un rango de 5 en el caso del colirio de 6mg/mL y
suben hasta un maximo de 14.1 en el caso de la mas alta concentracion.
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4.2 Contrastacion de hipotesis.

1. Formulacién de la hipotesis General.

Ha: La toxicidad ocular aguda de los colirios de fluconazol analizadas por el
método HET-CAM elaborados en el Hospital de emergencias Villa El
Salvadores Baja.

Ho: La toxicidad ocular aguda de los colirios de fluconazol analizadas por el
método HET-CAM elaborados en el Hospital de emergencias Villa ElI Salvador
no es Baja.

2. Prueba Estadistica.
T de Student para dos muestras relacionadas - Prueba paramétrica.
3. Eleccion de nivel de significancia.
a=0,05

4. Regla de decision
Si p < a entonces se rechaza la hipdtesis nula.

5. Célculos estadisticos
Si p < a entonces se rechaza la hipétesis nula.

Tabla 23. Analisis de la toxicidad ocular aguda de los colirios de
fluconazol por el método HET-CAM en hospital de emergencias Villa El
Salvador 2018.

Nivel de toxicidad ocular aguda P

Antes de andlisis la toxicidad ocular aguda 0.000*

Después del andlisis la toxicidad ocular aguda

*T de Student para dos muestras relacionadas.

Al encontrar un p menor a 0.05 (p=0.000), se rechaza la hipotesis nula, es
decir, el analisis la toxicidad ocular aguda posee un nivel de toxicidad ocular
aguda baja de los colirios de fluconazol por el método HET-CAM elaborados en
el Hospital de emergencias Villa El Salvador.
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1 Formulacion de la Hipotesis especifica .

Ha: La concordancia de los valores: temperatura, humedad, densidad de los
huevos de gallina (Gallus gallus domesticus). Segun el protocolo HET-CAM es

baja.

Ho: La concordancia de los valores: temperatura, humedad, densidad de los
huevos de gallina (Gallus gallus domesticus). Segun el protocolo HET-CAM no
es Baja.

2 Prueba Estadistica.

No requiere analisis estadistico.

Por los tanto se rechaza la hipoétesis nula, es decir, La concordancia de los
valores: temperatura, humedad, densidad de los huevos de gallina (Gallus
gallus domesticus). Segun el protocolo HET-CAM es baja.

1 Hipétesis especifica ll.

Ha: La toxicidad ocular aguda en los colirios de fluconazol a las concentraciones
2mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL por el método HET-CAM en el Hospital de

emergencias Villa el Salvador es baja.

Ho: La toxicidad ocular aguda en los colirios de fluconazol a las
concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL por el método HET-CAM
en el Hospital de emergencias Villa el Salvador no es baja.

2 prueba Estadistica.
Chi cuadrado para dos muestras relacionadas - Prueba paramétrica.
3 Eleccion de nivel de significancia.
a=0,05

4 Reglade decision
Si p < a entonces se rechaza la hipétesis nula.

5 Calculos estadisticos
Si p < a entonces se rechaza la hipétesis nula.
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Tabla 24. La toxicidad ocular aguda en los colirios de fluconazol a las
concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL por el método
HET-CAM en el Hospital de emergencias Villa el Salvador.

Nivel de toxicidad ocular aguda P

Antes de analisis la toxicidad ocular aguda 0.000*

Después del andlisis la toxicidad ocular aguda

*Chi cuadrado para dos muestras relacionadas.

Al encontrar un p menor a 0.05 (p=0.000), se rechaza la hipotesis nula, es
decir, La toxicidad ocular aguda en los colirios de fluconazol a las
concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL por el método HET-CAM
en el Hospital de emergencias Villa el Salvador es baja.

1 Hipétesis especificalll.

Ha: Existen concentraciones téxicas de colirio de fluconazol comparado con el

colirio Nafazolina es baja.

Ho: Existen concentraciones téxicas de colirio de fluconazol comparado con el
colirio Nafazolina no es baja
2 Prueba Estadistica.

No requiere andlisis estadistico.

Por los tanto se rechaza la hipotesis nula, es decir Existen concentraciones
toxicas de colirio de fluconazol comparado con el colirio Nafazolina es baja.
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4.3Discusion de resultados.

Los valores de temperatura, humedad relativa, dias de incubado y a
su vez los parametros de peso, tamafo, pruebas de densidad,
temperatura de almacenamiento y valores maximos de inicio de
incubacion de los huevos de gallina Leghorn cumplen con los
pardmetros establecidos en la técnica HET- CAM — INVITTOX
(protocolo 47) propuesto por Luppke este procedimiento es
comparado por el realizado por Fernandez A. et.al. (2014), “Analisis
de la toxicidad ocular de los colirios de voriconazol y fluconazol
con HET-CAM” donde realiza los mismos controles de calidad.

El grado de toxicidad ocular aguda del colirio de fluconazol a una
concentracion de: 2mg/mL y 4mg/mL presenta un nivel de toxicidad
NO IRRITANTE. 6mg/mL y 8mg/mL presenta un nivel de toxicidad
IRRITANTE SEVERO, dichos niveles de toxicidad obtenidos los
ensayos HET-CAM estan en concordancia con los niveles de toxicidad
resultantes del colirio de fluconazol a 2mg/mL realizado por
Fernandez A. et.al. (2014), “Analisis de la toxicidad ocular de los
colirios de voriconazol y fluconazol con HET-CAM” sin embargo
no analiza las demas concentraciones.

Las concentraciones toxicas del colirio de Nafazolina comparado
frente los colirios de fluconazol dieron el siguiente resultado:
Nafazolina frente Fluconazol de 2mg/mL y 4mg/mL NO IRRITANTE y
Nafazolina frente Fluconazol de 6mg/mL y 8mg/mL IRRITANTE
SEVERO, Sin embargo, no existe estudio relacionado de Fluconazol
con Nafazolina que pueda discutir mi resultado, por lo tanto, el

presente estudio es pionero.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1Conclusiones.

Los valores de temperatura, humedad relativa, dias de incubado y a su vez los
pardmetros de peso, tamafo, pruebas de densidad, temperatura de
almacenamiento y valores maximos de inicio de incubacioén de los huevos de
gallina Leghorn cumplen con los pardmetros establecidos en la técnica HET-
CAM — INVITTOX (protocolo 47).

El grado de toxicidad ocular aguda del colirio de fluconazol a una concentracion
de: 2mg/mL y 4mg/mL presenta un nivel de toxicidad NO IRRITANTE. 6mg/mL
y 8mg/mL presenta un nivel de toxicidad IRRITANTE SEVERO.

Las concentraciones toxicas del colirio de Nafazolina comparado frente los
colirios de fluconazol dieron el siguiente resultado: Nafazolina frente Fluconazol
de 2mg/mL y 4mg/mL NO IRRITANTE. Nafazolina frente Fluconazol de 6mg/mL
y 8mg/mL IRRITANTE SEVERO.

5.2Recomendaciones.

1. Revisar el estado de los huevos fecundados a partir del 7 para evitar
las formaciones del embrion y con llevaria dificultades en la prueba
het cam.

2. Preparar los insumos y reactivos a utilizarse en el momento de
realizacion de la técnica het cam.

3. La realizacién de mas investigaciones que aporte al tratamiento de

enfermedades que comprometan la vision.

4. Se recomienda continuar los estudios de irritabilidad con otros
farmacos con la finalidad de proponer alternativas de curacion de las

demas variaciones de queratitis ocular.
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Matriz de consistencia.

ANEXOS

ELABORADOS EN EL HOSPITAL DE EMERGENCIAS VILLA EL SALVADOR 2018.

TITULO: “ANALISIS DE LA TOXICIDAD OCULAR AGUDA DE LOS COLIRIOS DE FLUCONAZOL POR EL METODO HET-CAM

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
GENERAL: GENERAL: GENERAL:
¢ Produciréa toxicidad ocular aguda los | Determinar la toxicidad ocular aguda | La toxicidad ocular aguda de los colirios ENFOQUE: cuantitativo
colirios de fluconazol, por el método | de los colirios de fluconazol por el | de fluconazol analizadas por el método | sVariable
HET-CAM elaborados en el Hospital de | método HET-CAM elaborados en el | HET-CAM elaborados en el Hospital de dependiente: DISENO: experimental
emergencias Villa el Salvador? Hospital de emergencias Villa el | emergencias Villa El Salvadores Baja Nivel de
Salvador. toxicidad ocular | TIPO: experimental

. ] . . : . aguda. .
ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: g POBLACION: colirios a base de fluconazol.
1. Cuéles son los valores: de | 1. Determinar los valores: de | 1. Existen valores: de temperatura, | *Variable MUESTRA:

temperatura, humedad densidad
de los huevos de gallina (Gallus
gallus domesticus).

¢ Existe toxicidad ocular aguda en
los colirios de fluconazol a las
concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL
6 mg/mL 8 mg/mL por el método
HET-CAM en el Hospital de
emergencias Villa el Salvador?

Existe una concentracion toxica de
colirio de fluconazol comparado con
el colirio Nafazolina.

temperatura, humedad densidad
de los huevos de gallina (Gallus
gallus domesticus).

Determinar la toxicidad ocular
aguda en los colirios de fluconazol
a las concentraciones 2mg/mL 4
mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL por el
método HET-CAM en el Hospital
de emergencias Villa el Salvador?

Determinar concentracion toéxica

de colirio de fluconazol
comparado con el colirio
Nafazolina.

humedad densidad de los huevos
de gallina (Gallus gallus
domesticus). Segin el protocolo
HET-CAM.

Existen toxicidad ocular aguda en
los colirios de fluconazol a las
concentraciones 2mg/mL 4 mg/mL
6 mg/mL 8 mg/mL por el método
HET-CAM en el Hospital de
emergencias Villa el Salvador?

Existen concentraciones téxicas de
colirio de fluconazol comparado con
el colirio Nafazolina.

Independiente:
Los colirios de
fluconazol a las
concentraciones
2mg/mL 4
mg/mL 6 mg/mL
8 mg/mL.

4 colirios elaborados a base de fluconazol:
e 01 colirio elaborados a 2mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 4mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 6mg /mL de fluconazol.
e 01 colirio elaborados a 8mg /mL de fluconazol.

TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE
DATOS:

-Fichas de observacion.
- Método HET-CAM.

-Procesamiento de datos.
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ANALISIS ESTADISTICO

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdido Total
[+l Forcentaje Forcentaje [+l Forcentaje
Indice de Irritabilidad * 60 100,0% 0 0,0% B0 100,0%
Concentracion de los
colirios de fluconazol
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Yalar df (bilateral)
Chi-cuadrado de 120,000 000
Pearson
Razdn de verosimilitud 124 766G 000
Asociacion lineal por 521587 ooo
lineal
M de casos validos B0

a. 12 casillas (75.0%) han esperado un recuento menor gque 5.

El recuento minimo esperado es 50.
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Tabla cruzada Indice de Irritabilidad*Concentracion de los colirios de fluconazol

Concentracion de los colirios de fluconazol

2maliml 4mal/ml grna/ml amagiml Total
Indice de Irritabilidad Mo Irritante Recuento 15 15 i 0 30
% dentro de 100,0% 100,0% 0,0% 0,0% 50,0%
Concentracion de los
colirios de fluconazol
[rritante Leve Recuento 1] 1] 2 0 2
% dentro de 0,0% 0,0% 13,3% 0,0% 3,3%
Concentracion de los
colirios de fluconazol
[rritante Moderado  Recuento 1] 1] 13 0 13
% dentro de 0,0% 0,0% a86,7% 0,0% 21,7%
Concentracion de los
colirios de fluconazol
[rritante Severo Recuento 1] 1] 0 15 145
% dentro de 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 26,0%
Concentracion de los
colirios de fluconazol
Total Recuento 15 15 15 15 G0
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Concentracion de los
colirios de fluconazol
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