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Estudio de seguridad microbiológica, toxicidad
y efectividad antimicrobiana en formulaciones

oftálmicas de hidroxipropilmetilcelulosa
Safety microbiological study, toxicity and antimicrobial

effectivity in ophthalmologic formulation 
of Hydropropylmethylcellulose
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Resumen

En el desarrollo y elaboración de los productos oftálmicos se debe evitar la introducción de microorganismos que
puedan ocasionar una infección en el paciente o el deterioro de la calidad del producto. Para ello se exige la aplica-
ción de todo lo referente a las Buenas Prácticas de Manufactura, con especial énfasis en el control microbiológico. La
esterilidad es uno de los requisitos fundamentales para estos productos tópicos e intraoculares oftálmicos; a éstos
últimos, adicionalmente, se les exige prueba de pirógenos. Por otra parte, en el desarrollo de los mismos el estudio
de la toxicidad ocular es indispensable a fin de garantizar su seguridad antes de ser aplicado a los pacientes. En este
tra bajo se evaluaron tanto la calidad microbiológica de diferentes desarrollos oftálmicos con Hidroxi propil me -
tilcelulosa (HPMC), así como también su toxicidad ocular y efectividad antimicrobiana de los agentes de conserva-
ción antimicrobiana presentes. En el ensayo de esterilidad se aplicó el método de inoculación directa del medio de
cultivo de la USP 30. Para realizar la prueba de pirógenos fue necesario emplear el producto diluido al 50% en una
solución de sales isotónicas estéril debido a la alta viscosidad de las dispersiones; esto con la finalidad de poder
aplicar el método del aumento de la temperatura del conejo de la USP 30. Por otra parte, en el ensayo de toxicidad se
evaluó el grado de irritación de la mucosa ocular del conejo por el Método de Draize modificado. La efectividad anti-
microbiana se evaluó de acuerdo con el ensayo establecido por la USP 30. El comportamiento de las dispersiones
isotónicas de HPMC evaluadas, cumplen con los ensayos de esterilidad y pirógenos. Los valores obtenidos de irrita-
bilidad en la mucosa ocular del conejo fueron satisfactorios, permitiendo sugerir que no se observará efecto irritan-
te sobre la conjuntiva humana. Ambos agentes de conservación antimicrobiana cumplieron con los ensayos de
efectividad, lo que garantizará la esterilidad del producto durante su uso por parte del paciente. Estos resultados pre-
liminares nos permitirán continuar con otros estudios, entre los cuales se encuentran validación de los procesos de
manufactura y ensayos aplicados, así como las pruebas de farmacología clínica.
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Abstract

The development and elaboration of ophthalmic products should be avoided the introduction of microorganisms that
could cause an infection in the patient or deterioration of the quality of the product. For it, is required the application
of everything regarding the Good Manufacturing Practices with special emphasis, in the microbiological control. The
sterility is one of the fundamental requirements for topics and intraocular ophthalmic products; the last one also
require additionally pyrogen test. On the other hand, the ocular toxicity study is necessary in order to guarantee its
security before being applied to the patients. In this work we evaluated the microbiological quality of different oph-
thalmic developments with Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) as well as their ocular toxicity and antimicrobial
effectiveness of the antimicrobial agents. In the sterility test we applied the direct method of the USP 30. To carry out
the rabbit pyrogen test (USP 30) was necessary to dilute the product to 50% with an isotonic sterile salts solution;
because the dispersions viscosity was too high. On the other hand, in the ocular toxicity test, the degree of irritation of
the ocular mucous membrane of the rabbit by the Method of Draize modified was evaluated. For the antimicrobial
effectiveness test we employed the USP 30 method. The sterility and pyrogen test of the isotonic dispersions of HPMC
evaluated were conforming. The values obtained of irritability in the ocular mucous membrane of the rabbit were sat-
isfactory, permitting to suggest that it has not irritating effect on the human conjunctive. Both antimicrobial agents are
effectives to security the sterility of the product during the patient used. These preliminary results will permit us to con-
tinue with other studies like manufacturer process and assays validation, among which those of clinical pharmacology
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Introducción

En las formulaciones oftálmicas se emplean con
frecuencia sistemas coloidales que contribuyen a
sol ventar problemas de estabilidad que se presen-
tan durante su manufactura y/o dispensación final;
también pueden contribuir, por sus características, a
ejercer un efecto terapéutico y/o protector en el sitio
de aplicación.

Los polímeros de celulosa como sistemas coloi-
dales pueden ser empleados, entre otros, como
protec tivos y/o viscosantes en las preparaciones of -
tálmicas. En este mismo campo la hidroxipropilme-
tilcelulosa (HPMC) tiene entre otras aplicaciones la
de servir de humectante para los lentes de contacto
y como sustituto de las lágrimas naturales (Versura,
1989; Toda, 1996) y en productos viscoelástico (An -
dueza, 2000; Liesegang, 1986).

Otras de sus aplicaciones es como agente vis -
coelástico, el cual es producto de aplicaciones in -
traoculares que se emplean en cirugía oftalmológica.
Pa ra su elaboración, requieren las mismas conside-
raciones que los productos parenterales ya que el
sitio de aplicación ha atravesado las primeras barre-
ras protectoras. Por otra parte, las células endotelia-
les son muy sensibles, por lo que no se deben incluir
componentes que tengan efecto tóxico, como los
agentes de conservación antimicrobiana. Por ello
deben ser envasados bajo la forma de unidosis
(Bapatla, 1993).

El desarrollo de las de formulaciones oftálmicas
requiere de los mismos principios científicos y tec-
nológicos que se utilizan para otras formas de dosifi-
cación. Por sus características propias del sitio de
apli cación, se exige entre otras pruebas esterilidad y
toxicidad ocular. En cuanto a la esterilidad se refiere,
la presencia de microorganismos en los medicamen-
tos oftálmicos podría ocasionar efectos adversos no
solamente en la estabilidad de la fórmula, sino tam-
bién riesgos para la salud del paciente; por ello, se
debe evitar la contaminación durante la manufactura
y uso de los productos. En circunstancias como in -
tervenciones quirúrgicas, pos-operatorios o trauma-
tismos, la córnea y la conjuntiva se encuentran muy
sensibles a adquirir infecciones (Allwood, 1998). Esto
justifica aún más tanto el proceso de esterilización
(Pflug, 2000; Sterilizers, 2000), como la incorpora-
ción de preservantes en los productos multidosis
puesto que es fundamental mantener la esterilidad.

Siempre que sea posible, los productos acuosos
son esterilizados en su envase final por calor húmedo,
a excepción de aquellos fármacos termosensibles. La
Farmacopea Europea, al igual que la Farmacopea de
Estados Unidos (USP 30, 2007), recomienda una tem-

peratura mínima de 121 ºC mantenida por un perío-
do de 15 minutos, a menos que la monografía indi-
que lo contrario.

Es importante señalar que los polímeros usados
en el desarrollo de formulaciones oftalmológicas de -
ben ser capaces de resistir el proceso de esteriliza-
ción, manteniendo su integridad mecánica y su
biocompatibilidad.

En estudios anteriores se ha comprobado que
una dispersión isotónica unidosis de hidroxipropil-
metilcelulosa (HPMC) al 2% 4000 cps, preparada en
condiciones asépticas y esterilizada por calor húme-
do a 121 ºC durante 15 minutos, cumple con los re -
quisitos de esterilidad establecidos por la USP. Así
mismo, este proceso no tuvo influencia sobre las ca -
racterísticas físicas, como pH, formación de película,
tensión superficial y comportamiento reológico (An -
dueza, 2004).

Los agentes preservantes son incluidos en las
formulaciones multidosis con la finalidad de incre-
mentar la vida útil del producto, ya que retarda el
cre cimiento bacteriano durante el uso por parte del
paciente. Muchos preservativos son en diferentes
grados tóxicos al epitelio celular oftálmico y rompen
la capa lipídica de la película lagrimal haciéndola
 ines table; esto puede traer como consecuencia el
agravamiento de las patologías de la superficie ocu-
lar, ya que la película lagrimal protectora no es capaz
de cubrir uniformemente toda el epitelio corneal y
superficie conjuntival. Otros efectos adversos de los
agentes de conservación antimicrobiana son: incre-
mento de la permeabilidad corneal, disminución de
la actividad de las lisozimas en el fluido lagrimal y
sensibilización que puede originar alergias oculares
(Hedqvist, 1999). 

Para estas formulaciones, el cloruro de benzalco-
nio es el agente antimicrobiano estándar de referen-
cia y es el más ampliamente utilizado en nuestro
país. Posee una alta eficacia sobre numerosos micro-
organismos y su mecanismo de acción se basa en la
destrucción de la proteína, ocasionando lisis de la
membrana citoplasmática. Su estabilidad y efectivi-
dad antimicrobiana se encuentra dentro del amplio
rango de pH. Se ha reportado que su uso frecuente
puede acumularse en el tejido ocular y puede ocasio-
nar muerte celular. Por sus propiedades detergentes,
puede actuar fragmentando las paredes celulares
(Lo pez, 1993). Sin embargo, si se emplea en concen-
traciones de uso clínico (cuatro a seis veces al día),
no se observan efectos adversos significativos (Abel -
son, 2002; Bapatla, 1993; Turco, 1994).

El cloruro de benzalconio se emplea asociado
con el EDTA, es decir, la sal sódica del ácido etilen-
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diaminotetracético con la finalidad de aumentar su
espectro antimicrobiano, ya que éste es capaz de
secuestrar los iones calcio ejerciendo un efecto cito-
tóxico tanto al microorganismo como a las células
humanas; así mismo se ha demostrado que el EDTA
se absorbe acumulándose en el iris y cuerpo ciliar,
de tal manera que altera la permeabilidad de la vasi-
ja uveal (túnica vascular del ojo), acelerando indirec-
tamente la eliminación de los fármacos desde el
humor acuoso (Lee, 1993). Pacientes con cuadro de
ojo seco deben evitar los productos que lo conten-
gan (Kaufman, 2004).

El perborato de sodio es un preservativo oxidati-
vo; destruye numerosos tipos de bacterias y hongos
tal como el Aspergillus niger. Cuando el perborato
de sodio se combina con el agua se convierte en
 peróxido de hidrógeno, un efectivo agente antimicro-
biano. Su mecanismo de acción es mediante la oxi-
dación de la pared y membrana celular, afectando
las uniones enzimáticas de la membrana así como la
función celular. Una vez que esta sal entra en contac-
to con el ojo, se descompone en agua y oxígeno por
acción de la catalasa y otras enzimas presentes en el
saco conjuntival (Grant, 1996). De esta manera no
se esperaría la manifestación de efectos tóxicos a
nivel ocular. Sin embargo, no se ha reportado su
efectividad antimicrobiana en productos oftálmicos.

Estos productos que incluyen agentes antimicro-
bianos, pueden utilizarse con seguridad en los pa -
cientes cuya cornea es normal, en especial cuando
se aplican con poca frecuencia. Es por ello que cada
día se estudian nuevas alternativas en la incorpora-
ción de estos agentes con miras a evitar efectos cito-
tóxicos, alteraciones en la estructura y fisiología
ce lular del sistema ocular y, a su vez, que sean efec-
tivos en conservar la esterilidad de los productos
multidosis.

Por otra parte, la USP exige la realización de la
prueba de pirógenos para los productos viscoelásti-
cos empleados en cirugía intraocular. Los pirógenos
son a menudo termoestables y resisten la esteriliza-
ción en autoclave; son capaces de atravesar la mayo-
ría de los filtros, aunque pueden ser retenidos por
filtros de profundidad y por sustancias adsorbentes.
Los pirógenos actúan a dosis muy bajas, es por ello
que el control microbiológico de todo el proceso de
manufactura es fundamental a fin de evitar poner en
riesgo la vida de los pacientes.

Es importante destacar que la córnea es uno de
los tejidos más sensibles del cuerpo, con una gran
can tidad de terminaciones nerviosas, razón por la
cual cualquier irritación o daño es extremadamente
doloroso. Esto nos lleva a tomar en consideración

los estudios de toxicidad ocular de aquellos produc-
tos que están destinados a ser aplicados en el ojo,
con el fin de garantizar su seguridad antes de ser
aplicado a los pacientes. 

Por todo lo antes expuesto, se ha desarrollado
esta investigación con el objetivo de evaluar la cali-
dad microbiológica y toxicidad de tres formulaciones
oftálmicas piloto de hidroxipropilmetilcelulosa, una
de ellas libre de agente de conservación antimicro-
biana, que se empleará como viscoelástico en cirugía
oftalmológica, y las otras son lágrimas artificiales,
dirigidas a aliviar la queratoconjuntivitis seca; estas
últimas se diferencian en el agente de conservación
antimicrobiana incorporado, por lo que adicional-
mente se ha evaluado la efectividad antimicrobiana
de los preservativos.

Materiales y métodos

Las formulaciones oftálmicas, viscoelástico y lá -
grimas artificiales, se elaboraron mediante la disper-
sión de la HPMC en soluciones acuosas empleando
el método caliente /frío:

VISCOELÁSTICO

HPMC al 2%: Se procedió a disolver en condicio-
nes asépticas los componentes (Tabla I) previamen-
te pesados en una balanza analítica Mettler AJ 150
DL, en orden creciente de solubilidad en el volumen
total de agua recientemente destilada disponible
para preparar una dispersión de HPMC al 2%. Para la
incorporación del polímero se empleó el método ya
reportado (Andueza, 2002).

Cada 2 mL de la dispersión final se envasó en
via les de borosilicato de 5 mL de capacidad con ta -
pones de goma y sello de aluminio.

Los envases llenos y sellados se sometieron a
esterilización por autoclave Fanem 415, a 120 ºC
por 15 minutos. 

Tabla I

Solución solvente de sales para 
la fórmula viscoelástica de HPMC al 2%

Componente *Concentración %

Cloruro de calcio 0,048

Cloruro de magnesio 0,030

Cloruro de potasio 0,075

Acetato de sodio 0,390

Citrato de sodio 0,170

Cloruro de sodio 0,490
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LÁGRIMAS ARTIFICIALES

HPMC al 0,5%:

Se elaboraron dos formulaciones de HPMC al
0,5%, con los mismos componentes como se en -
cuentra descrito en la tabla II, a diferencia del agente
de conservación antimicrobiana, en donde la fórmu-
la 1A contenía cloruro de benzalconio con EDTA y la
1B contenía perborato de sodio.

Se procedió a elaborar dispersiones de HPMC al
2% en agua desmineralizada (dispersión concentra-
da), siguiendo el método de la USP 30 (2007) para el
ensayo de viscosidad de la HPMC y se esterilizó por
autoclave a 120 ºC durante 15 minutos. Posterior -
men te se prosiguió con la elaboración de las solucio-
nes diluentes estériles, disolviendo cada uno de sus
componentes en orden creciente de solubilidad, em -
pleando agua desmineralizada y una balanza analíti-
ca Mettler AJ 150 DL. Seguido de ello se realizó una
prefiltración con membrana Millipore de 0,5 µm, con
posterior filtración esterilizante en membrana Milli -
pore de 0,20 µm y bajo campana de flujo unidirec-
cional horizontal. En esa misma área y cumpliendo
con las buenas prácticas de manufactura para estos
productos, se procedió a mezclar porciones de la
dispersión concentrada de HPMC al 2% con cada
una de las soluciones diluentes estériles, de tal ma -
nera de obtener dos formulaciones de lágrimas artifi-
ciales con la concentración final deseada HPMC al
0,5%. Para finalizar, se envasaron en frascos goteros
de vidrio color ámbar de 30 mL previamente lavados
y esterilizados.

ESTERILIDAD

Se determinó siguiendo el método directo des-
crito en la USP 30 (2007). Una vez finalizados los 14
días de incubación, todas las muestras fueron inocu-
ladas con 100 UFC: para el caldo de soya caseína
(Dif co) con Candida albicans ATCC 10231 y para el
caldo Tioglicolato (Difco) con esporas de Clostridium
sporogenes ATCC 19404, de acuerdo con la meto-
dología empleada por el Instituto Nacional de Hi -
giene Rafael Rangel (Australian Gov, 2006).

EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se emplearon cuatro de los microorganismos es -
pecificados en la USP 30 (2007). Las cepas seleccio-
nadas fueron: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeru -
ginosa (ATCC 9027) y Candida albicans (ATCC
10231), las cuales fueron mantenidas en perlas de
vidrio bajo refrigeración empleando medios selecti-
vos específicos para el crecimiento de cada uno de
los microorganismos. Una perla de cada cepa fue
ino culada en Caldo Tripticase Soya (Difco), a excep-
ción de la cepa de Candida albicans, con la que se
empleó Caldo Sa bouraud (Difco). Luego se incuba-
ron a 32 ºC por 24 horas y posteriormente se subcul-
tivaron en medio sólido. Los crecimientos obtenidos
se recogieron con solución salina y fueron diluidos
hasta 108 UFC/mL, empleando un estándar nefelo-
métrico de Mac Farland. 

Para determinar el número de células por mL de
cada suspensión, se realizó un recuento en placas
de agar. La selección de los microorganismos, me -
dios de cultivo, preparación de los inóculos y proce-
dimiento empleado se realizó siguiendo el método
de la USP 30 (2007): «Ensayo de efectividad antimi-
crobiana».

Con el fin de evitar un falso negativo debido a la
presencia de los preservativos, fue necesario neutra-
lizar los agentes antimicrobianos. Para la formulación
que contenía cloruro de benzalconio, se empleó
Caldo Letheen (Difco) como solución neutralizante y
para la dispersión que contenía perborato de sodio
se utilizó Caldo Tripticase Soya con piruvato de sodio
al 1% (Ohresser, 2004).

Para validar la neutralización fue necesario eva-
luar la capacidad y toxicidad de las soluciones em -
pleadas:

ENSAYO DE CAPACIDAD DE LA SOLUCIÓN NEUTRALIZANTE

Se mezcló un volumen de cada una de las dis per -
siones isotónicas y preservadas de HPMC al 0,5%,
con su correspondiente solución neutralizante en

Tabla II
Soluciones diluentes de las fórmulas

de lág rimas artificiales de HPMC al 0,5%

Componentes Fórmula Fórmula
1A (%) 1B (%)

Cloruro de calcio 0,048 0,048

Cloruro de magnesio 0,030 0,030

Cloruro de potasio 0,075 0,075

Ácido bórico 0,560 0,560

Borato de sodio 0,096 0,096

Cloruro de sodio 0,490 0,490

Cloruro de benzalconio 0,010

EDTA 0,055

Perborato de sodio 
tetrahidratado 0,053
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una proporción de 1:10. Inmediatamente se añadió
0,5 mL de cada una las suspensiones con 1x106 cé -
lulas/mL aproximadamente. Se tomaron alícuotas
de 1 mL de la mezcla al cabo de 5, 10 y 15 minutos
de contacto y se diluyeron con 9 mL del Caldo Trip -
ticase Soya para las bacterias y con 9 mL de Caldo
Sabouraud para Candida albicans. De cada dilución
se sembró 0,1 mL, sobre la superficie de los agares
Tripticase Soya y Sabouraud, las placas fueron incu-
badas a 32 ºC por 24 horas para bacterias y 25 ºC
por 5 días para hongos. 

ENSAYO DE TOXICIDAD DE LA SOLUCIÓN NEUTRALIZANTE

Se diluyó la suspensión de cada uno de los  mi -
cro organismos con agua peptonada hasta obtener
1 x 106 células/mL aproximadamente. Luego se dilu-
yó en una proporción de 1:10 en agua destilada, se
toma 1 mL y se le añadió a 9 ml de cada una de las
so luciones neutralizantes (Caldo Letheen y Caldo
Tripticase Soya con piruvato de sodio al 1%). Se
dejaron en contacto y al cabo de 5, 10 y 15 minutos
se tomó 1 mL de cada mezcla y se diluyó con 9 mL
de Caldo Tripticase Soya (concentración 1:10). Pos -
te riormente se tomó 0,1 mL y se sembró por du pli -
cado en la superficie de los agares Tripticase Soya y
Sabouraud. Las placas fueron incubadas a 32 ºC por
24 horas para bacterias y 25 ºC por 5 días para hon-
gos (Langsrud, 1998). 

Paralelamente se realizó un control inoculando
las mismas poblaciones de microorganismos, susti-
tuyendo las soluciones neutralizantes por Caldo
Tripticase Soya.

ENSAYO DE EFECTIVIDAD

Se inoculó por separado 106 UFC/mL para cada
uno de los gérmenes en el contenido completo (un
frasco por cada germen) de las dispersiones de lágri-
mas artificiales preservadas siguiendo el proce -
dimiento de la USP 30 (2007). Posteriormente se
pro cedió a seguir lo establecido para los productos
de categoría 1, ya que dentro de ellos se encuentran
los productos oftálmicos. Se realizaron los recuen-
tos a los 7, 14, y 28 días. Para ello fue necesario
neu tralizar previamente las muestras inoculadas con
cada germen mezclando 1 mL de la muestra con 9
mL de la solución neutralizante correspondiente.
Esta mezcla se mantuvo en contacto por 5 minutos
y seguidamente, se prepararon diluciones seriadas.
A partir de cada dilución se sembró en los agares
Letheen y Sabouraud para la dispersión que conte-
nía cloruro de benzalconio. Paralelamente se utiliza-
ron los agares Tripticase Soya y Sabouraud Dextrosa
con adición de 1% de piruvato de sodio para las for-
mulaciones que contenían perborato de sodio.

PIRÓGENOS

La dispersión de HPMC al 2% fue diluida al 50%
con solución estéril de las mismas sales (Tabla I) y
en condiciones asépticas. Esta modificación se rea-
lizó con base en la Farmacopea Británica (1998),
donde permite para la prueba de pirógenos, dilucio-
nes de muestras en solución de albúmina, agua para
inyección o solución de cloruro de sodio al 0,9%
libre de pirógenos. 

A la formulación diluida se le determinó la res-
puesta febril siguiendo el método descrito por la
USP 30 (2007).

Toxicidad ocular. Irritabilidad de la mucosa ocu-
lar del conejo (método de DRAIZE modificado)

Las formulaciones estériles de HPMC al 2% y al
0,5%, fueron evaluadas por el método de Draize
(Draize, 1994), el cual fue modificado por Conquest
y colaboradores en 1977, y es el que se aplica en el
Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel, organis-
mo contralor sanitario en Venezuela,

Se seleccionaron tres conejos albinos aptos para
el ensayo (con características de ojo normal: sin en -
rojecimiento, ni descarga entre otros). Se tomó 0,1
mL de la dispersión esterilizada y se instiló en uno
de los sacos conjuntivales de cada conejo. El otro
ojo se tomó como control. El tratamiento se apli có
sin posterior lavado con solución fisiológica. Se ob -
servó el desarrollo de la lesión a los diferentes tiem-
pos: t0, t24h, t48h, t72h, t96h, t7 días después de la
aplicación; esto se hizo a simple vista y en presencia
de fluoresceína al 2%. Se evaluaron: daños cornea-
les (opacidad), inflamación en el iris, deterioro de la
conjuntiva o mucosidad en los párpados (enrojeci-
miento o quemosis), así como el tiempo de duración
de los daños. Las evaluaciones se realizaron en for -
ma individual a cada animal de experimentación.

Este método logró cuantificar mediante la asigna-
ción de valores numéricos arbitrarios, las reacciones
fisiológicas observadas en partes del ojo (córnea,
conjuntiva e iris). Este ensayo modificado por Con -
quest en 1997, parámetros como enrojecimiento,
quemosis, descarga, opacidad corneal. 

Resultados y Discusión

La formulación viscoelástica (HPMC al 2% libre de
agente de conservación antimicrobiana) que fue so -
metida a esterilización por calor húmedo, así como
las formulaciones de HPMC al 0,5% que fueron so -
metidas previamente a esterilización con posterior
llenado bajo condiciones asépticas, demostraron la
ausencia de microorganismos viables; es decir,
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cumplen con los requisitos de esterilidad estableci-
dos por la USP 30 (2007).

Existe evidencia que indica que el proceso de
esterilización por autoclave (120 ºC por 15 minutos)
no modifica la estabilidad física de las dispersiones
de HPMC al 2% en solución de sales y se logra ade-
más la obtención de productos estériles (Fechner,
1985 y Andueza, 2002). Se sabe que al someter el
polímero a esterilización en autoclave, éste eviden-
cia cambios físicos dentro de la dispersión, que se
manifiestan con aparición de una turbiedad o sepa-
ración del medio dispersante (Andueza, 2002). Esto
se debe a que el aumento de la temperatura dis -
minuye la hidratación del polímero, éste se hace
 me nos soluble y la fuerte interacción polimérica
aumenta separándose del disolvente. Para recuperar
completamente la estructura polimérica dentro de la
dispersión, es necesario mantenerla en reposo por
al menos 72 horas después de haberse sometido a
este proceso.

Debido a la termosensibilidad del perborato de
sodio presente en las lágrimas artificiales, que se des-
componen a temperaturas superiores a 60 ºC con
liberación de oxígeno, fue necesario modificar el pro-
ceso de esterilización (The Merck Index, 2001). Por

ello se procedió a emplear el método de esteriliza-
ción por calor húmedo para las dispersiones concen-
tradas de HPMC al 2% y la filtración esterilizante para
las soluciones diluentes que contenían los agentes
antimicrobianos.

Al evaluar la efectividad antimicrobiana se puede
observar en la Tabla III que el contacto inicial de los
gérmenes con los productos produce una reducción
de los mismos, expresados como los números de
uni dades formadoras de colonias por mL que se en -
contraron inicialmente en cada una de las suspensio-
nes microbianas empleadas para el ensayo, así como
el recuento inicial de cada uno de los frascos inocu-
lados. Esta reducción observada es similar entre
ambos preservativos, a excepción del Staphylo coc -
cus aureus que en presencia de cloruro de benzalco-
nio con EDTA manifiesta una drástica disminución de
5 unidades logarítmicas; esto indica que este agente
de conservación antimicrobiana es muy efectivo para
este microorganismo. Confirmando la buena efectivi-
dad de este preservativos frente a las bacterias gram-
positivas (Mamoru, 2003).

Los resultados de la efectividad antimicrobiana
de las dispersiones evaluadas a diferentes tiempos
se detallan en las Tablas IV y V. Se puede observar

Tabla IV
Ensayo de efectividad de la dispersión de HPMC al 0,5% en la fórmula 1A

Recuento Log. Recuento Reducción Recuento Recuento Reducción

Germen t=0 t=0 t=7 días logarítmica t=14 días t=28 días logarítmica

UFC**/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL total

E. coli 7,6 x 104 4,88 <10 3,88 <10 <10 3,88

P. aeruginosa 8,0 x 104 4,9 <10 3,9 <10 <10 3,9

S. aureus <10 1 <10 5,11* <10 <10 5,11*

C. albicans 1,2 x 105 5,08 <10 4,08 <10 <10 4,08

* Se tomó el valor del inóculo

** UFC = Unidades Formadoras de Colonias

Tabla III
Recuento de las suspensiones de gérmenes y de las dispersiones al tiempo inicial (t=0).

Suspensión HPMC HPMC
Microorganismos UFC*/mL al 0,5% en Reducción al 0,5% en Reducción

fórmula 1ª log . fórmula 1B log .
UFC/mL UFC/mL

E. coli 1,1 x 106 7,6 x 104 1,16 4,7 x 104 1,42

P. aeruginosa 2,0 x 106 8,0 x 104 1,39 1,3 x 105 1,18

S. aureus 1,3 x 106 <10 5,11 8,0 x 104 1,2

C. albicans 1,5 x 106 1,2 x 105 1,09 8,3 x 104 1,25

* UFC = Unidades Formadoras de Colonias
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que los recuentos de todos los microorganismos en -
sayados a tiempos superiores al inicial, fueron me -
nores a 10 UFC/mL; de esta misma manera, al
comparar las reducciones logarítmicas entre el tiem-
po inicial y los siete días de incubación, los valores
fueron mayores a tres unidades. Para las bacterias,
la reducción logarítmica calculada con respecto al
recuento inicial mostró unidades logarítmicas mayo-
res de 1 a los 7 días de incubación y 3 unidades lo-
ga rítmicas a los 14 días. A partir de los 14 días no se
observó ningún incremento. En el caso de Candida
albicans no se observó ningún aumento durante los
7, 14 y 28 días de incubación con relación al recuen-
to inicial.

Nuestros resultados indican que las formulacio-
nes evaluadas cumplen con el criterio establecido
por la USP 30, no presentándose diferencias entre
los agentes de conservación antimicrobiana, por lo
que se sugiere el empleo del perborato de sodio por
no tener demostrado hasta los momentos efecto
tóxico sobre las células oculares. 

Se ha determinado que el Caldo Letheen tiene la
capacidad para neutralizar desinfectantes, debido a
la presencia de lecitina de soya, que actúa como agen -
te emulsificante y neutraliza compuestos de amo nio
cuaternario como el cloruro de benzalconio (Letheen
Caldo, 2008; Langsrud, 1998). Para el perborato de
sodio, la literatura no reporta un neutralizante es -
pecífico. Basándonos en el trabajo de Ohresser y col.
(2004), en el que demuestra que la incorporación de
una solución de piruvato de sodio al 1% en Caldo
Tripticase Soya fue capaz de neutralizar los peróxidos
mediante una simple reacción estequiométrica, se
sugirió el empleo de este método para neutralizar el
perborato de sodio en concentración preservante de
0,053%. Estos resultados preliminares sugieren reali-
zar a futuro la validación correspondiente.

Reacción estequiométrica

Piruvato + Peróxido  1 Acetato + Dióxido de Carbono + Agua

Así mismo, para las soluciones neutralizantes
empleadas fue necesario evaluar su capacidad y to -
xi cidad. Los tiempos evaluados (5, 10, 15 minutos),
presentaron igual efecto neutralizante, por lo que se
seleccionó el menor tiempo de contacto para reali-
zar la prueba de efectividad antimicrobiana.

En el ensayo de toxicidad se demostró que la
solución neutralizante no afecta las células microbia-
nas, es decir, durante el ensayo de efectividad la re -
ducción logarítmica fue debida a la acción letal del
preservativo y no de la solución neutralizante.

Todos estas consideraciones demuestran que el
perborato de sodio también puede ser empleado co -
mo agente de conservación antimicrobiana en las lá -
grimas artificiales de HPMC, y por sus características
al reaccionar con la catalasa ocular se descompone
en agua y oxigeno, lo que indica una menor toxicidad
que el cloruro de benzalconio asociado con el EDTA.
La efectividad fue demostrada en cuatro de las cinco
cepas establecidas por la USP 30 (2007), no empleán -
dose el Aspergillius níger; sin embargo, en reportes
anteriores ya se ha demostrado su efectividad
(Grant, 1996). Es importante resaltar que los ensa-
yos se realizaron en lotes piloto (60 frascos de 30
mL), por lo que se continuará con la estandarización
y validación de los métodos para mayor cantidad de
muestras y diferentes lotes de producción, así como
todas la cepas exigidas por la USP 30 (2007). 

Con relación a los ensayos de pirógenos, la medi-
da del aumento de la temperatura corporal del cone-
jo cumple con los requisitos de la USP 30 (2007), ya
que ninguno de ellos mostró un incremento de 0,5
ºC o más de la temperatura inicial.

Ahora bien, debido a la alta viscosidad de la dis-
persión viscoelástica (alrededor de 4000 cps), impi-
dió su administración directa en la vena marginal de
la oreja del conejo. En vista de este inconveniente y
basándose en la Farmacopea Británica (1998),
donde se permiten diluciones de muestras en solu-
ción de albúmina, agua para inyección o solución de

Tabla V
Ensayo de efectividad de la dispersión de HPMC al 0,5% en la fórmula 2A

Germen Recuento Log. Recuento Reducción Recuento Recuento Reducción

t=0 t=0 t=7 días logarítmica t=14 días t=28 días logarítmica

UFC*/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL total

E. coli 4,7x 104 4,67 <10 3,67 <10 <10 3,67

P. aeruginosa 1,3 x 105 5,11 <10 4,11 <10 <10 4,11

S. aureus 8,0 x 104 4,9 <10 3,9 <10 <10 3,9

C. albicans 8,3 x 104 5,17 <10 4,17 <10 <10 4,17

* UFC = Unidades Formadoras de Colonias
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cloruro de sodio al 0,9% libre de pirógenos, se pro-
cedió a diluir en condiciones asépticas el producto
en un 50%, empleando la solución estéril que conte-
nía las mismas sales con que se preparó la disper-
sión, esto con la finalidad de conservar la isotonía y
modificar la formulación sólo en relación con la vis-
cosidad y concentración del polímero. Es importan-
te resaltar que el método exige calentar las muestras
a 37º± 2ºC antes de proceder a la inyección. Esto
favorece la fluidez del producto ya que se ha demos-
trado que al aumentar la temperatura de las disper-
siones poliméricas de HPMC, la viscosidad se ve
dis minuida (Andueza, 2002); esto favorece aún más
su administración y evita la formación de trombos o
abscesos en el conejo que puedan influir en los re -
sultados finales del ensayo. Esta modificación al
método requiere ser validada y será objeto de estu-
dio en el futuro.

Los valores obtenidos de irritabilidad en la mu -
cosa ocular de conejo según la escala de DRAIZE
para la dispersión isotónica de HPMC al 2%, reporta-
ron un promedio total diario de 0,66 en las primeras
24 horas, lo que indica que el producto es levemen-
te irritante, con un efecto de duración leve, no ob -
servándose lesión en córnea o en iris. Este resultado
se consideró satisfactorio. Por su parte, las fórmulas
de HPMC al 0,5% estériles reportaron un pro medio
total diario de cero (0) en las primeras 24 horas, lo
que indica que los productos no son irritantes, no
observándose lesiones en córnea o en iris. Este re -
sultado también se consideró satisfactorio.

Se conoce que existen diferencias entre el ojo del
conejo y el humano (Sharpe, 1985). En efecto, el co -
nejo posee un tercer párpado, produce menos lá gri -
mas, el pH de la lágrima es más alcalino y la ca pa
córnea es más delgada que la humana. Esto permite
sugerir que la superficie ocular del conejo es más
sen sible que la humana y por lo tanto el método de
Drai ze sobreestima la capacidad irritante de un pro-
ducto en el ojo del humano (Freeberg, 1984). Es por
ello que nos atrevemos a afirmar que las pre-formu-
laciones evaluadas en los conejos presentarán un
efecto irritante igual o menor sobre la conjuntiva y
córnea humana, cumpliendo así con el requisito de
atoxicidad.

Conclusiones

Los resultados preliminares obtenidos en cuanto
a calidad microbiológica, toxicidad ocular y efectivi-
dad antimicrobiana de las formulaciones evaluadas,
empleando procedimientos previamente estableci-
dos y tomando en consideración las buenas prácticas
de manufactura, señalan que estas formulaciones

pueden llegar a ser seguras y confiables realizando
la validación de los procesos de ma nufactura, así co -
mo de los ensayos respectivos. Esto a su vez nos
permitirá seguir evaluando y considerando diferen-
tes parámetros, a fin de obtener las formulaciones
 de finitivas y posteriormente corroborar su eficacia
con estudios de farmacología clínica. 
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