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Los objetivos de este estudio fueron desarrollar soluciones de micelas oftalmicas de ciclosporina A
estable MS-CsA (Clacier@) para el sindrome de ojo seco y evaluar sus propiedades fisicoquimicas
y eficacia terapéutica.
* MS= Micelas

CsA= Ciclosporina

MATERIALES Y METODOS:

Las soluciones CsA-micela MS-CsA(CIaCierQ)se crearon por un método simple con Cremophor
EL, etanol, y buffer fosfato. Investigamos el tamafio de particula, pH y osmolaridad. Ademas,
también se observd la estabilidad a largo plazo fisica y quimica del MS-CsA. Para confirmar la
eficacia terapéutica, se evalué la produccién lagrimal inducida en conejos mediante el test de
Schirmer (STT). Cuando se compard con un producto comercial, Restasis, MS-CsA ( Clacier*)
demostré una mejora en la densidad de las células caliciformes y la morfologia epitelial de la
conjuntiva, como se demostrd en la tincion hematoxilina-eosina histologica.

RESULTADOS:

MS-CsA (Clacier-) tiene un tamafio de particula menor (diametro promedio de 14 - 18 nm) y una
distribucion estrecha. Los parametros fisicoquimicos como el tamano de particula, pH, osmolaridad
y concentracion residual de CsA estuvieron dentro del rango esperado de 60 dias. Los resultados
del STT mejoraron significativamente en el grupo tratado con MS-CsA (P<0.05) en comparacion al
grupo tratado con Restasis. El nimero de células caliciformes en las conjuntivas de los conejos
luego de la administracién de MS-CsA (Clacier’) fue de 94.83+8.38, un resultado significativamente
alto en comparacion del 65.17+11.51 observado con Restasis. La morfologia epitelial de la
conjuntiva de los ojos inducidos de los conejos disminuyé con la pérdida de células caliciformes.
Sin embargo, luego de 5 dias de tratamiento con formulaciones de la droga, las conjuntivas del
conejo recuperaron el epitelio y mostraron un incremento relativo en el numero de celulas
caliciformes.

CONCLUSION:

Los resultados de este estudio indican el uso potencial de MS para la aplicacién oftalmica de CsA
en el tratamiento de ojo seco.

PALABRAS CLAVE:

Ciclosporina A, Cremophor EL, solucién de micelas, ojo seco, Restasis, Clacier:
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INTRODUCCION:

La ciclosporina A (CsA) es neutral y lipofilica. Esta hecho de un undecapéptido ciclico de
ammoamdos que contienen cuatro enlaces de hldrogeno mtermolecular Es alslado del gams

selectivamente las células T, y por ende causa la supresion de la npébuesta inmu
células. Debido a su hidrofobicidad con pobre solubilidad en agua (0.012 mg/mL a
debe ser solubilizado en un medio no acuoso que incluye agentes tensoactivos, como el Cremophor
EL, en el caso de Sandimmune® (Novartis International AG, Basel, Suecia). Como inmunosupresor,
el CsA en baja concentracion se mostré Uutil para pacientes con desordenes inflamatorios de la
superficie ocular, incluyendo el sindrome del ojo secol...] .

Un producto comercial de CsA para formulacion oftalmica es Restasis® (0.5 mg/mL CsA; Allergan
Inc. Invirne, CA, EEUU). Este producto es un colirio emulsién aceite en agua que contiene una
mezcla de aceite de ricino y Tween 80. Sin embargo, el efecto secundario mas comun del aceite de
ricino es el ardor o irritacion ocular debido al uso crénico de las gotas. Ademas, los eventos
adversos como picazén, enrojecimiento, trastornos visuales, y dolor ocular que hacen que los
pacientes no usen estas gotas. Una pobre tolerancia ocular, biodisponibilidad baja e instabilidad son
las mayores desventajas reportadas con Restasis. Estas dificultades se pueden superar a través de
varias formulaciones. Muchos estudios han intentado mejorar la disponibilidad y tolerancia de CsA
aplicado via topica a través del desarrollo de dichas formas como solvencia, pro farmacos,
emulsiones y sistemas coloidales. No obstante, casi ninguno de los sistemas de aplicacién ha sido
completamente satisfactorio. Ikervis® (1 mg/mL CsA; Santem Pharmaceutical Co Ltd, Osaka,
Japoén), el cual ha sido recientemente introducido al mercado estadounidense, es una formulacién
CsA que ayuda a aliviar el sindrome de ojo seco. Sin embargo, su emulsion blanca lechosa, posee
algunos retos, especialmente el cumplimiento del paciente.

Recientemente, hubo gran atencion enfocada en las formulaciones con micelas. Las micelas han
sido Utiles en la solubilizacién de farmacos insolubles en agua, como el CsA. También el CsA en una
estructura micelar se estabiliza en un ambiente biolégico. Por ejemplo, las micelas nano escala
como portadores de farmacos prometen ser utilizados en la administracion oftalmica tépica, debido
a su excelente biocompatibilidad y tolerancia ocular. Por lo tanto, una formulacion de micela es
efectiva al administrar CsA en las capas de la cérnea y tejidos oculares, permitiendo una accion
local satisfactoria del CsA. Sin embargo, ha habido pocos estudios sobre formulaciones de CsA-
micelas utilizados para tratar el sindrome del ojo seco. Kuwao et al solubilizaron el CsA en solucion
acuosa isoténica y neutral utilizando micelas de estearato de polioxilo 40 — tensoactivo no iénico. A
pesar que este trabajo era prometedor, la tolerancia ocular del estearato de polioxilo 40 aun no es
conocida y no ha sido aun evaluada. Recientemente, ha habido estudios sobre la administracion
ocular de CsA nanomicelar transparente, pero estos han sido obstaculizados por dificultades en el
proceso de fabricacién, el cual requiere evaporacion y deshidratacion de la pelicula. Ademas, estos
estudios no eran capaces de confirmar la eficacia terapéutica, medida por la recuperacion de
células caliciformes y el incremento en la produccion lagrimal acuosa. Por lo tanto, es esencial
mayor investigacion para el desarrollo de una formulacién micelar adecuada.

Los tensoactivos no iénicos son utilizados principalmente en sistemas de administracion oftalmica
por su excelente compatibilidad y estabilidad. Ademas, de un impacto mas leve en las membranas
celulares en comparacién a los creados por tensoactivos catidénicos o anidnicos mas téxicos, los
tensoactivos no idénicos son menos irritantes. Entre los tensoactivos no iénicos, Tween 80 y
Cremophor EL son por lo general no irritantes o se conoce que causan solo enrojecimiento leve en
el ojo del conejo. Se demostré que el enrojecimiento leve desaparece dentro de unas horas (el ojo
del conejo es mas susceptible a sustancias irritantes que el ojo humano).

Sin embargo, el Cremophor EL acentua la penetracion del CsA a través de la cornea humana. Se
hallé que la presencia de Cremophor EL permitia mayor biodisponibilidad del farmaco comparado al
Tween 80. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar las soluciones CsA-micelas
ms-csA (Clacier’) que contienen Cremophor EL preparado utilizando un método simple. La
eficacia del (Clacier) al producir lagrimas fue comprobada en ojos de conejo (ojo seco inducido)
analizando los cambios en el test de Schirmer (STT). La determinacion de densidad de celular
caliciformes y la evaluacion de morfologia del epitelio de las conjuntivas de conejos también se
llevaron a cabo para investigar la concentracion de los nuevos MS propuestos.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

El CsA se obtuvo de Concord Drugs Ltd (Hyderabad, India). El aceite « J
(Cremophor EL) fue generosamente donado por BASF Co Ltd (Ludwigshai :
(pureza 99%), etanol (pureza 99.9%), fosfato dibasico de socw'(‘ idro), f
sodio (anhidro), y acetonitrilo de grado HPLC fue adquirido  de Samchun Pure Chemical Co Ltd
(Pyeongtaek, Corea del Sur). La emulsién Restasis fue adquirida de un mercado local. La atropina
sulfato (AS) y hetaxilina-eosina (H&E) fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EEUU). En
este estudio de utilizé agua purificada (Milli-Q; EMD Millipore, Billerica, MA, EEUU). Todos los demas
quimicos utilizados fueron de grado analitico.

PREPARACION DE SOLUCIONES CsA-micelas

El ms-CsA (Clacier’) fue preparado utilizando un método simple. Se utilizaron en este estudio
formulaciones, fue disuelto en tensoactivo con etanol (0, 0.5, y 1 peso%). El fosfato dibasico de
sodio, el fosfato monobasico de sodio, y la glicerina (2.2 peso%) fueron disueltos en la fase acuosa.
Ajustamos el volumen de la fase acuosa a 100 mL cuando ambas soluciones se mezclaron. Ambas
soluciones fueron mezcladas con un agitador magnético hasta que se obtuvo un estado
homogéneo. La mezcla homogénea fue seleccionada por inspeccion visual. Luego que se obtuvo la
solucion homogénea, se mezclaron dos soluciones. Si la formulacién resultante no fuera miscible,
mezclarlo con un agitador magnético dando una corrida adicional. El pH fue ajustado a 7.4, el cual
era apropiado para administracion topica para el tejido ocular por ratio de fosfato (buffer fosfato de
Serensen, pH 7.4). La formulacion de micelas fue filtrada por filtro de membrana de
politetrafluoroetileno (GE Healthcare Life Sciencies, Little Chalfont, Reino Unido) de 0.2 pm de
tamano de poro. Todos los procesos se realizaron a temperatura ambiente.

" CARACTERIZACION DE MS-CsA

Analisis del tamano de particula

El diametro y tamafno de distribucién promedio de MS-CsA (Clacier’) y Restasis fue medido por
dispersién dinamica de luz utilizando un espectrofotémetro para dispersiéon de luz electroforética
(ELSZ; Otsuka Electronics, Hirakata, Japén). La fuente de laser fue el diodo semiconductor, y el
angulo de medicion fue 165°. No diluimos el MS-CsA (Clacier”) o Restasis, pues ambos fueron
medidos por ajuste de intensidad. Las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Los
tamanos de particula se expresan como diametro promedio en nandmetros.

Determinacion de pHy osmolaridad

El pH fue examinado con un medidor de pH (S20-KS; Mettler Toledo, Columbus, OH, EEUU). Los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente. La osmolaridad de MS-CsA y Restasis fue
analizada por un osmoémetro (K-700; Knauer, Berlin, Alemania). La temperatura interior del
osmometro fue controlada a 45°C. Se utilizé6 una ampolla Eichlésung de 2 mL de 400 mOsm/kg para
la calibracion del osmémetro.

Analisis de contenido de CsA

El contenido de CsA se determiné por HPLC. El analisis por HPLC de CsA fue realizado utilizando
un método similar al utilizado en nuestro estudio previo. El sistema fue un set de HPLC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), el cual consistia de una bomba (bomba cuaternaria VL,
modelo 1260), un muestreador automatico (modelo 1260 ALS) y un detector ultravioleta (modelo
1260 VWD VL). Se utilizé una columna de fase reversa C18 (Eclipse XDB C18, 5 ym, 4.6 x 250 mm;
Agilent) a 70°C. La fase movil consistié en acetonitrilo: agua (90:10) y fue bombeada a una velocidad
de flujo de 1 mL/min. El eluyente fue monitoreado a 210 nm seguido de inyecciones de 20 pL de la
solucion estandar CsA en etanol y muestras de MS. En intervalos de tiempo especifico, cada
muestra fue inmediatamente filtrada a través de un filtro de membrana de politetrafluoroetileno de
0.45 pym antes del analisis.
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ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE MS-CsA (Clacier’)

Para la prueba de estabilidad del MS- CsA(ClaCier@) los MS fueron guardados a 4°C y también a
temperatura ambiente. Las muestras fueron protegidas de la luz. Los parametros de tamano de
particula, pH y osmolaridad fueron escogidos para estudiar la estabilidad a 0
de 2 meses. Los tamafnos de particula fueron medidos utilizando el a
Asimismo, se obtuvieron alicuotas apropiadas de las muestras en'ir
14, 21, 30 y 60 dias) y la concentracion del CsA restante fi
agregacion y la separacion de fases fueron evaluados visualmente €
los demas cambios visibles fueron registrados. '

ESTUDIO IN VIVO DE MS-CsA (Clacier’) EN CONEJOS

CON SINDROME DE 0JO SECO INDUCIDO

Tratamientos de animales

Durante el estudio se utilizaron conejos albinos de Nueva Zelanda machos, totalmente despiertos y
no anestesiados (Samtako Bio Korea Inc. Osan, Corea del Sur), con un peso de 1.5 — 1.8 kg. Los
animales fueron mantenidos individualmente en jaulas estandar a 19°C+1°C y 50%+5% de
humedad relativa, con condiciones de luz apropiadas (ciclo de luz de 12 horas). Fueron alimentados
con una dieta estandar y agua purificada. Podian mover sus cabezas con libertad, y sus
movimientos oculares no fueron restringidos. Todos los experimentos recibieron la aprobacion del
Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Yonsei, Incheon, Corea
del Sur y fueron realizados segun sus Lineamientos.

Los animales fueron divididos en 1 grupo de control y 3 grupos diferentes tratados con el farmaco,
cada grupo consistia de 8 conejos. Inicialmente, los conejos pasaron el STT. Para inducirlos al ojo
seco, se les instil6 solucion AS 1% (Sigma-Aldrich) en ambos ojos de los conejos. Tres grupos
recibieron 50 yL de solucién AS en el saco conjuntival inferior de ambos ojos alas 9 am, 2 pmy 7
pm. Cinco minutos después de cada aplicacion de solucion AS, cada grupo recibié 50 uyL de
solucién salina (NS) en un ojo. El otro ojo recibi6 el tratamiento del farmaco, el cual fue MS-CsA (04
u O7) o emulsién comercial CsA (Restasis). El cuarto grupo (de control) recibié 50 yL de solucién AS
o NS en cada ojo, como Unico tratamiento, a las 9am, 2 pm o 7 pm. Todos los tratamientos fueron
continuados por 5 dias.

Medicion de produccion lagrimal (Test de Schirmer)

La habilidad para medir la produccién lagrimal es importante para el diagnostico de muchos tipos
de disfuncién lagrimal, incluyendo ojo seco. El STT midio la porcidn acuosa de secrecién lagrimal en
respuesta a ambas estimulaciones conjuntivas. La producciéon lagrimal fue medida con el STT
utilizando tiras reactivas estériles (ColorBarTM; Eagle Visién Inc. Memphis, TN, EEUU), que fueron
hechas con tiras de papel filtro estandarizado de 5x35 mm con una barra de color azul que se
mueve con las lagrimas. La prueba se realizé en ambos ojos (no anestesiados) de todos los
animales, manteniendo la tira reactiva en el saco conjuntival externo por 2 minutos. La longitud
mojada en milimetros de la tira fue considerada como resultado de la prueba. En nuestro estudio,
luego de causar el ojo seco en ambos ojos, confirmamos la diferencia entre la administracion de
formulacién del farmaco ( MS-CsA(CIaCI'er@)y Restasis) y NS. El valor de diferencia lagrimal fue
calculado de la ecuacion 1:

Valor de diferencia lagrimal (mm) = St — Sc (1)
Donde, St es el resultado de STT del ojo tratado con la formulacién del farmaco, y Sc el resultado
de STT del ojo tratado con NS. Esta ecuacion fue corregida por variacion debido a la diferencia

individual. El STT se realiz6 a las 9am en el dia 1, dia 3 y dia 5.
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Analisis histolégico
Se obtuvieron muestras de biopsia conjuntiva que median aproximadamente 5x5 mm de la misma
regidbn en la conjuntiva bulbar, por cirujanos siguiendo procedimientos estandar, en los ojos
controlados y los ojos tratados con las formulaciones del farmaco. Los tejidos oculares extraidos
fueron fijados en solucion de formalina e integrados en parafina. Los__tgji
cortados en secciones de 4 uym de espesor a temperatura amblentemLu 9o de
las secciones de 4 ym fueron procesadas y montadas en portathet_ «
luego fueron sometidos a tincién con H&E. '

Determinacion de morfologia de células caliciformes

Se realizaron biopsias de conjuntiva para evaluar la densidad de las células caliciformes y
morfologia epitelial de la conjuntiva. La morfologia se evalué con un microscopio de campo claro
(BX-51; Olympus, Tokio, Japon) con ampliacién de 40x. La morfologia epitelial de la conjuntiva fue
evaluada, y el numero de células caliciformes epiteliales de la conjuntiva fueron contadas en la
longitud de tres tejidos separados por dos observadores ocultos independientes.

Para estudiar los efectos directos de AS y NS en la superficie ocular, se aplicé a la superficie ocular
50 pL de solucion AS al 1% y 50 pL de NS al 0.9% por 5 dias. Para evaluar el valor curativo, se
aplicdé 50 pL de la formulacion del farmaco (MS-CsA y Restasis), segun el método antes descrito.
Luego se realizaron biopsias de la conjuntiva para evaluar la densidad de las células caliciformes y
morfologia epitelial de la conjuntiva.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizoé utilizando la prueba t de student para el conteo de produccion
lagrimal y celular caliciformes. Se realizé las pruebas de varianzas (ANOVA) de un solo modo para
comparar la media de mas de dos grupos. El grado de significancia se establecié en P<0.05. Todos
los resultados se expresaron como media = desviacidon estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION:

Determinacion de MS-CsA 6ptimo (0.05% - 0.1%)

En este estudio fue necesario encontrar formulaciones optimas de MS transparente. Se consideroé
el MS-CsA de varias formulaciones, se establecié como las concentraciones mas apropiadas
el CsA 0.05% y 0.1% para formulaciones oftalmicas, porque no se observéo beneficios
adicionales con concentraciones de CsA mayores. Ademas, el CsA 0.05% produjo las
mejorias mas consistentes en sintomas de pacientes, como la sequedad ocular.

Se eligié etanol como disolvente en el rango aceptado por el USFDA para via oftalmica. Todas las
formulaciones contenian glicerina 2.2%. Condujimos un estudio de composiciones conteniendo
varias concentraciones de etanol y Cremophor EL.

Los resultados obtenidos con varias formulaciones de micelas se resumen en la Tabla 1. Primero,
las formulaciones de MS-CsA conteniendo 0.01 -1 (peso%) Cremophor EL sin etanol no fueron
fabricadas (Z1 — Z4), porque en el proceso de disolver el CsA en un tensoactivo, el CsA no se
humedecioé lo suficiente en estas composiciones. Asimismo, las formulaciones de MS-CsA
conteniendo 0.01 — 0.5 (peso%) Cremophor EL sin etanol (0.5% y 1%) no fueron transparentes (F1 -
F3, O1 - 03). Estas formulaciones tenian diametros de media amplia de 160 — 360 nm, sin
distribucion homogénea. Una vez que se crea un MS claro, la composicion no parecia tener un
efecto perceptible respecto al tamafno de particula. Por lo tanto, se desarrollaron experimentos
adicionales para MS-CsA con MSs de tamafo menor a 20 nm.

Para la prueba de estabilidad, se seleccioné el Z5 — Z7, F5 — F7 y O5 — O7. Todas estas muestras
fueron muy estables, como fueron vistas en los resultados de prueba de estabilidad, luego de estas
muestras se seleccioné el O7 para compararse con el Restasis. La produccion lagrimal acuosa y la
morfologia de células caliciformes fueron los criterios de comparacién utilizados para comparar el
O7 con el Restasis. Van der Bijl et al mostraron que el Cremophor EL mejord la permeabilidad de
CsA a través de la cérnea del conejo, y por esa razén se seleccioné el O7 con Cremophor EL 5%.
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Tabla 1: Tamano de particula y transparencia de las diferentes soluciones de micelas.

Formulation Composition (weight%) Particle size (nm)

Cremophor EL Ethanol Glycerin Mean diameter Transparency

Ethanol 0 system

Zl 0.01 0 2.2 - -

72 0.05 0 2.2 - -

Z3 0.5 0 2.2 - -

Z4 | 0 2.2 - -

Z5 3 0 2.2 17.50+0.26 v
Z6 4 0 2.2 17.73%0.15 v
z7 5 0 22 17.27+0.31 v
Ethanol 0.5% system

Fl 0.0l 0.5 2.2 359.43+6.1 x
F2 0.05 0.5 2.2 192.13+3.76 x
F3 0.5 0.5 2.2 213.93+6.97 x
F4 | 0.5 2.2 14.73x0.21 v
F5 3 0.5 22 17.3%0.1 v
Fé6 4 0.5 22 17.53+0.38 v
F7 5 0.5 22 17.33+0.29 v
Ethanol 1% system

Ol 0.0l | 2.2 199.77+7.23 x
02 0.05 | 2.2 168.1+2.4 x
o3 0.5 | 2.2 245.17+4.31 x
04 | | 22 14.53+0.4 v
o5 3 | 22 17.37+0.25 v
06 4 | 2.2 17.53+0.06 v
o7 5 | 2.2 17.2+0.3 v

Nota: Las muestras Z1 — Z4 no formaron soluciones de micelas en este estudio. La transparencia
fue evaluada visualmente. Los datos estan expresados en media = desviacion estandar (n=3). “/” es
solucién de micela transparente; “x” es solucion de transparente; “-” es solucion no formada.

A diferencia de el otro producto comercial, que es una emulsién opaca, el MS-CsA(C lacier ’)
que preparamos fue transparente. Se prevé que esta diferencia mejore el efecto terapéutico
y reduzca la irritacion. Los MSs que no contienen aceite, el cual es responsable de causar
irritacion en gotas oftalmicas, se prevé que reduzcan la irritacion. En efecto, hemos
registrado una patente (patente coreana 10-1211902) de unas gotas oftalmicas no irritantes
que es el enfoque de este estudio. Ademas, las formulaciones de micelas propuestas en este
estudio necesitan solo un simple equipo experimental de bajo costo. Esta novel formulacién
de MS-CsA ( Clacier’) nano escala aumentard el potencial de administracién ocular de CsA.

Tamano de particula y distribuciéon de MS-CsA

Es bien conocido que la concentracion micelar critica (CMC) de una solucion acuosa tenso
activa se incrementa con la adicion de un disolvente. A pesar que el etanol actia como un
disolvente a concentraciones altas, actia como tensoactivo en concentraciones bajas y por
ende recude la CMC. Asimismo, consideramos la existencia de otras moléculas y el entorno
del péptido que puede afectar la CMC. Se determind que la interferencia de otras moléculas
puede también afectar el valor de CMC del Cremophor EL en plasma. Por esta razén, incluso
cuando Cremophor EL tenga una concentracion mayor que la CMC, no se forman
necesariamente micelas. Por lo tanto, es importante considerar la interaccion del tensoactivo
con los péptidos, farmacos y varios excipientes. Determinamos empiricamente el rango en que
se forman las micelas. En nuestro estudio, no se formé un MS transparente en formulaciones
de Cremophor EL 0.5% de mayor concentraciéon comparado al CMC de Cremophor EL (0.02
wt%). Como resultado, realizamos un experimento con formulaciones conteniendo mas de 1%
Cremophor EL.

Como lo muestra la Tabla 1, las formulaciones conteniendo 1% o mas Cremophor EL fueron MSs
claros, excepto del Z4 (como menciond anteriormente en el manuscrito, el Z4 no fue fabricado). El
diametro promedio de MS-CsA oscilaba de 14 nm a 18 nm. En general, que la micela farmacéutica
tiene un rango de tamafio de 10 — 80 nm (como nota, el tamafio de particula de micelas tiene un
rango de 5 - 100 nm). Las micelas con tamafo de particula de 10 — 20 nm aumentan
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particularmente la habilidad de penetrar varios tejidos, y este tamafo también les permite quedar
estables in vivo por suficiente tiempo. Este tamafio también reduce los efectos secundarios
biolégicos, y dentro de este rango, se cree que los componentes que transportan abandonan el
organismo facilmente cuando la funcion terapéutica se completa.
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Figura 1: Distribucién de tamafo (por volumen) de gotas oftalmicas de CsA obtenidas por DLS
para (A) O7 MS y (B) Restasis.
Nota: Las barras se refieren al volumen diferencial (%) y las lineas se refieren al volumen
acumulado (%).
Abreviaciones: CsA, Ciclosporina A; DLS, dispersion dinamica de luz; MS, soluciéon de micelas.
A diferencia del Restasis opaco, se asume que el MS-CsA ( Clacier:) se distribuye
homogéneamente. Esto puede verificarse en la Figura 1, la cual representa la distribucién-volumen
de la formulacion O7 y Restasis. Los resultados de distribucion indican que el Restasis obtuvo mas
picos que el MS-CsA ( Clacier:). Estos resultados probaron que el MS-CsA ( Clacier: ) tuvo

particulas mas pequefias y con distribucidn mas homogenea en comparacion al producto comercial
de CsA.

ESTUDIOS DE pH Y OSMOLARIDAD |

La medicacion oftalmica y las enfermedades oculares pueden alterar el pH corneal, afectando asi
las funciones del tejido ocular. Los cambios en el pH de la superficie ocular también pueden tener
consecuencias terapéuticas y de diagnoéstico. Los cambios de pH pueden afectar la eficacia del
farmaco y los signos clinicos en el proceso de la enfermedad. Por lo tanto, fue esencial el analisis
del pH de las gotas oftalmicas preparadas. Son importantes el pH y la capacidad del buffer de una
preparacion oftalmica, ya que la estabilidad de los farmacos oftalmicos cominmente usados se
controla por el pH de su entorno. Ademas de los efectos de estabilidad, el ajuste del pH puede
influenciar el confort, seguridad y actividad de los productos oculares. Las lagrimas naturales tienen
un pH de aproximadamente 7.4, y posee capacidad buffer (Farmacopea Estadounidense; USP 29 —
FN 24, Preparaciones oftalmicas). Normalmente, la accién buffer de la lagrima es capaz de
neutralizar las gotas oftalmicas aplicadas de manera topica y por tanto pueden prevenir la molestia
marcada. Para maximizar el confort, una preparacion oftalmica debe tener el mismo pH que
el fluido lagrimal. Por lo tanto, fabricamos un MS-CsA ( Clacier °) de pH 7.4 con maxima
capacidad buffer dentro del rango permitido de osmolaridad.

I
~
[6)]

Cumulative volume (%)

Differential volume (%) J>
Cumulative volume (%)
Differential volume (%

La osmolaridad lagrimal se relacioné significativamente con el sindrome de ojo seco, mientras la
osmolaridad lagrimal se elevaba progresivamente se relacionaba al empeoramiento de la severidad
de la enfermedad. A pesar que es importante considerar que la osmolaridad lagrimal no puede
usarse como el Unico indicador del sindrome de ojo seco, la osmolaridad lagrimal como marcador
biolégico para la severidad de la enfermedad del ojo seco es un punto a considerarse. Por lo tanto,
la osmolaridad de formulaciones del farmaco que se usan para las gotas oftalmicas deben
confirmarse y controlarse. El fluido lagrimal es casi isoténico a la solucién de cloruro de sodio 0.9%,
el cual tiene una osmolaridad de aproximadamente 300 mOsm. Sin embargo, el ojo puede tolerar un
rango de osmolaridad entre 0.6% y 2% de solucion NaCl, por ende, podemos ajustar la
osmolaridad dentro de este rango.

El pH y la osmolaridad del MS-CsA (Clacier) estaban dentro del rango previsto. El rango de pH
del Ms-csA (Clacier) preparado fue de 7.41 — 7.47, y su rango de osmolaridad fue de 298.3 —
317.4. Estos resultados pueden ser considerados como el rango para minimizar la irritacion en la
aplicacion de gotas oftalmicas. La irritacion ocular es acompafiada por parpadeos y mayor
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secrecion ocular, como mecanismo de defensa para recuperar las condiciones normales. Cuando se
confronta con estas molestias, el mecanismo de defensa puede significar una pérdida rapida del
farmaco con una reduccion en la respuesta terapéutica. Por lo tanto, para prevenir estos problemas,
se determinaron cuidadosamente rangos apropiados de pH y osmolaridad para nuestro
MS- CsA.

ESTABILIDAD DEL MS-CsA (Clacier”)

" 4 R
La estabilidad es un factor critico que debe considerarse durante el disefio y desarrollo de la
formulacién. La estabilidad fisica y quimica es una de las barreras que limita el uso extendido de
CsA como gotas oftalmicas farmacéuticas. Como polvo seco, el CsA es muy estable por al menos 2
afos en ambiente oscuro y refrigerado (2°C — 8°C), y mas de 7 meses a 40°C y 75% de humedad
relativa. En contraste, es dificil preparar una solucion acuosa de CsA, debido a su hidrofobicidad
(logP= 2.92) y su solubilidad acuosa extremamente baja (6.6 pg/mL). Por lo tanto, en otros estudios,
el CsA se disolvié y administrd en aceites vegetales, como el aceite ricino contenido en el Restasis.
Sin embargo, estos aceites vegetales pueden presentar problemas de estabilidad, como ranciedad.
Estas dificultades pueden superarse a través de formulaciones pensadas en mejorar la solubilidad
acuosa de CsA (e.g. micelas) y asegurar la estabilidad. Por lo tanto, la estabilizacion del CsA en
condiciones acuosas fue un factor importante en el desarrollo de formulaciones oftalmicas de CsA.
Los resultados mostraron que las formulaciones de micelas de nuestro estudio contribuyen a la
estabilizacion del CsA a un mayor grado.
La estabilidad de MSs fue evaluada utilizando MS-CsA de menos de 20 nm. Para este estudio se
utilizé las muestras Z5 - Z7, F5 — F7 y O5 — O7. El rango inicial de tamano de particula del MS-
csA (Clacier) seleccionado fue 17.2 - 17.73 nm. El rango de tamaiio de particula de estas
muestras se mantuvo en 18.53 - 19.63 nm luego de 60 dias de almacenarse a temperatura
ambiente, y también se mantuvo en 18.03 - 19.27 nm luego de 60 dias de almacenarse a 4°C.

Los resultados del analisis de tamafo de particula durante los 60 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente y a 4°C se presentan en la Tabla 2. Cabe resaltar que el Ms-CsA(Clacier:)
no mostré cambios notables en tamafo de particula durante los 60 dias. Tampoco se observo
cambios visibles como agregacion y separacion de fases, indicando concordancia con los
resultados de tamafo. En otras palabras, estos MS-CsA fueron fisicamente estable cuando se
almacenaron en ambas temperaturas.

Tabla 2: Cambios en tamafio de particula de MS-CsA ( Clacier’) almacenado a temperatura
ambiente y a 4°C

Ethanol 0 system Ethanol 0.5% system Ethanol 1% system

z5 Z6 z7 F5 Fé6 F7 o5 06 o7
Day Storage at room temperature
4 18.13 18.47 19.03 18.07 18.83 18.7 18.53 18.93 18.2
7 19.43 19.97 20.27 19.73 19.47 19.57 19.83 20.27 20.93
10 18.77 18.8 18.2 19.3 18.97 19.37 18.9 19.2 19.57
14 20.33 20.07 20.1 19.97 19.8 19.83 21.73 20 19.83
21 20.8 20.73 20.8 21 20.37 20.13 20.6 20.8 20.07
30 20.8 21.03 21.17 20.63 20.53 20.37 20.4 20.1 20
60 18.53 19.27 19.47 19.07 19.63 19.5 19.4 19.5 18.93

Storage at 4°C
4 18.2 18.47 18.7 18.37 18.7 19.07 17.97 17.9 18.77
7 18.5 18.9 18.23 18.5 19.6 19.7 20.23 19.67 19.5
10 18.17 19 19.33 19.4 19.47 19.53 19.7 19.9 19.83
14 21.73 21.87 21 21.37 21.27 21.9 21.2 20.83 19.7
21 19.53 19.33 19.2 19.37 19.73 18.8 19.63 19.5 19.3
30 20.4 21.13 21.5 20.8 20.87 20.73 20.83 21.03 21.33
60 19.27 18.5 18.07 18.03 18.8 18.63 18.97 18.33 18.47

Nota: Los datos estan expresados como media (n=3).
Abreviacién: MS-CsA, solucién micela de ciclosporina A.
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La Tabla 3 muestra la estabilidad del MS-CsA respecto a los cambios en el pH y la osmolaridad
durante los 60 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y a 4°C. El creciente indice del pH a
temperatura ambiente fue de 0.992 — 1 y de 0.987 — 0.999 a 4°C. Ademas, el creciente indice de
osmolaridad a temperatura ambiente fue de 0.947 — 1.02 y de 0.959 — 1.012 a 4°C. Los resultados
de estabilidad del pH y osmolaridad no mostraron ningin cambio notable durante los 60 dias.

Tabla 3: Andlisis de pH y osmolaridad de diferentes formulaciones de mic%-@u- _—
— %
Formulation pH Osmolarity (mOsm)
Initial pH After 60 days Increasing Initial After 60 days Increasing

ratio® osmolarity ratio®

Stored at room temperature over 60 days

Z5 7.41%0.01 7.39+0.02 0.997 317.4x7.64 303.7+4.62 0.957

Z6 7.42%0.02 7.38%0.06 0.995 316.77+12.86 299.87+3.26 0.947

z7 7.43+0.03 7.4+0.03 0.996 311£10.65 298.57+3.95 0.96

F5 7.43+0.03 7.41x0.03 0.997 305.5+3.51 296.6x13.67 0.971

Fé6 7.47+0.02 7.41£0.02 0.992 298.30+9.54 304.4+5.03 1.02

F7 7.44+0.01 7.4+0.01 0.995 299.63+2.68 296.6+10.82 0.99

o5 7.42+0.03 7.42%0.05 | 309.53x12.11 301.67+4 0.975

06 7.46+0.01 7.4%+0.05 0.992 311.13+x43 297.47+2.95 0.956

o7 7.45+0.03 7.39%0.07 0.992 306.37+3.46 300.3£3.02 0.98

Stored at 4°C over 60 days

Z5 7.41+0.01 7.4x0.01 0.999 317.4x7.64 309.03+7.8 0.974

Z6 7.42+0.02 7.41£0.02 0.999 316.77+12.86 307.17+7.48 0.97

z7 7.43%0.03 7.39+0.09 0.995 311£10.65 304.87+14.2 0.98

F5 7.43%0.03 7.41x0.08 0.997 305.5+3.51 297.7x7.57 0.974

Fé6 7.47+0.02 7.37+0.05 0.987 298.3+9.54 300.13+2.99 1.006

F7 7.44+0.01 7.41+0.04 0.996 299.63+2.68 303.27+10.05 1.012

o5 7.42+0.03 7.39+0.06 0.996 309.53%12.11 302+9.24 0.976

06 7.46+0.01 7.39+0.07 0.991 311.13x4.3 298.27+3.7 0.959

o7 7.45%0.03 7.42+0.03 0.996 306.37+3.46 300.03+5.02 0.979

Nota: indice crecientea = pH luego de 60 dias/pH inicial; indice crecienteb = osmolaridad luego de
60 dias/osmolaridad inicial. Los datos expresados como media + desviacion estandar (n=3). La
informacion sobre los nombres de formulaciones se muestra en la Tabla 1.

La Figura 2 muestra la estabilidad quimica durante los 60 dias de almacenamiento a temperatura
ambiente y a 4°C. Las concentraciones iniciales de CsA restante fueron de 96.11%+2.26%,
97.21%+1.69%, y 96.91%+1.8% para Z7, F7 y O7, respectivamente. Incluso luego de 60 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente, ninguna muestra tuvo una reduccion marcada en las
concentraciones de CsA restante. Estos resultados indican que no hubo cambios en la
concentracion de CsA durante los 60 dias. Los resultados de estabilidad quimica cuando fueron
almacenados a 4°C también mostraron una tendencia similar.
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Figura 2: Cambios en estabilidad quimica (CsA restante) de MS-CsA almacenado a temperatura
ambiente (A) y 4°C (B) en diferentes tiempos durante 60 dias.

Nota: Datos expresados como media + desviacion estandar (n=3).

Abreviacién: MS-CsA, solucion micela de ciclosporina A.
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Para resumir, no se observo ningun cambio distinto en tamario de particula, pH, osmolaridad
o contenido del farmaco durante el estudio de estabilidad del ms-csA (C lacier ‘) De hecho,
elMS-CsA (C lacier °) que desarrollamos tiene estabilidad comprobada y se comercializa en
Corea del Sur como MS-CsA ( Clacier’). Anteriormente, cuando solicitamos a la Administracion
de Alimentos y Farmacos de Corea la aprobacion del farmaco bajo el nombre MS- CsA(ClaCler )
, reallzamos un experlmento adhiriéndonos a los lineamientos de la Conferenma Intern C|onal de

evaluamos su establhdad en un periodo corto de tiempo. Estqs r
sugieren que el MS preparado por método simple seria est '
indican que nuestras formulaciones de micelas recién desarrollad'
un sistema efectivo de aplicacion ocular del farmaco.

MEDICIONES DE LA PRODUCCION LAGRIMAL ACUOSA

En este estudio, indujimos los ojos secos en conejos y luego confirmamos la presencia de ojos
secos inducidos en estos conejos. Luego observamos que las gotas oftalmicas de CsA eran
capaces de acelerar la produccion de lagrimas, confirmando su efecto terapéutico. Normalmente, la
administracion tépica de AS, que antagoniza todos los tipos de receptores muscarinos, indice
rapidamente a los sintomas tipicos del ojo seco. Es por ello que ambos ojos en los conejos fueron
tratados de igual manera con soluciéon AS para inducir los ojos secos. Luego de inducir los ojos
secos, un ojo fue tratado con formulaciones del farmaco (grupo 1, MS-CsA del O7; grupo 2, MS-
CsA del 04; grupo 3, Restasis), mientras el otro ojo fue tratado con NS. Los resultados iniciales de
STT de los tres grupos se definieron dentro del rango de ojos normales (referencia). Los resultados
de STT desde 9.38 a 12.65 (promedio + desviacion estandar) estuvieron dentro del rango de ojos
normales en nuestro estudio. En la Figura 3, el recuadro gris (referencia) indica los resultados que
corresponden a 0jos normales.
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Figura 3: (A) Resultados de prueba STT en el grupo (de control) tratado con AS en diferentes
momentos, y (B) segun el tratamiento de formulacién CsA en el modelo de conejo con ojo seco.
Nota: *P<0.05 vs resultado STT de dia 1; #P<0.05 (ANOVA unidireccional entre los tres grupos). Los
datos se expresan como media + desviacion estandar (n=8).

Abreviacion: AS, sulfato de atropina (solucion 1%); STT, prueba de Schirmer; CsA, ciclosporina A;
MS, solucion de micela; ANOVA, analisis de varianza.

Los resultados de STT (reportados en milimetros de la tira humeda 2 minutos después de insertarla)
del grupo de control se reportaron en la Figura 3. Este mostré cambios visibles y significativos en la
produccion lagrimal durante 5 dias del experimento in vivo. La reduccién en produccion lagrimal se
observé en el segundo dia luego de empezar el tratamiento. El resultado promedio de STT se redujo
de 10.08+2.13 mm (dia 1) a 7.85+2.36 (dia 2) en ese momento (prueba T emparejada, P=0.035). El
resultado de STT del grupo de control al final del experimento fue de 6.56+1.47.

La Tabla 4 resume los resultados de STT y valores de diferencia lagrimal de los tres grupos tratados
con el farmaco. En el primer dia, los resultados de STT entre los ojos tratados con el farmaco y los
ojos tratados con NS fueron considerablemente similares, y los resultados estaban entre 10 o 11
mm, los cuales son valores esperados en ojos normales. Los valores de diferencia lagrimal de los
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grupos 1 — 3 fueron 1.38+1.79 mm, 0.84+1.8 mm, y 1.25+3.55 mm respectivamente. No obstante,
luego de eso, ambos ojos de los grupos tratados con MS-CsA en un ojo mostré una diferencia
significativa en el dia 3 (grupo 1, P=0.0007; grupo 2, P=0.0254). Luego del tratamiento por 5 dias
hubo una mejora significativa (P=0.0032) en los resultados de STT de los ojos tratados con Restasis
en comparacién con los ojos no tratados. Sin embargo, el alcance de la mejora fue mucho mayor en
los grupos tratados con O7 (P=0.0003) y O4 (P=0.0003), los cuales fi i -
resultados iniciales de los grupos respectivos. En el ultimo pugio" d |
diferencia lagrimal entre grupo 1, grupo 2 y grupo 3 fueron distintos:™

lagrimal de los grupos 1 — 3 fueron 6.35+4.49 mm, 4.9+2.96 mm, y.6+3 27 mm
El valor de diferencia lagrimal del grupo 1 fue 1.76 veces el del grupo 3. En cor?iparamon a Ia
emulsién convencional (Restasis), las formulaciones de MS-CsA mostraron mejora por los valores
de diferencia lagrimal entre el dia 1 y dia 5.

Tabla 4: Resultados de la prueba de Schirmer con tratamiento

Day | Day 3 Day 5
Group |
AS+O7 [1.23+1.1 12.13+1.84 13.16+2.21
AS+NS 9.85+1.78 7.78+2.16 6.81+3.08
P, 0.084 0.0007 0.0003
Tear-difference value 1.38+1.79 4.35+1.54 6.35+4.49
Group 2
AS+0O4 10.76 =1.86 11.16+3.12° |1.65+1.58"
AS+NS 9.93+1.59 7.25+3.14 6.75+2.45
P, 0.3497 0.0254 0.0003
Tear-difference value 0.84+1.8 3.91+4.73 490+2.96
Group 3
AS + Restasis 11.06x1.5 10.29+£2.07 10.4x2.11°
AS+NS 9.81+2.74 7.58+3.44 6.8+1.94
P, 0.2763 0.0767 0.0032
Tear-difference value 1.25+3.55 2.71x3.12 3.6x3.27

Nota: aP<0.05 vs AS+NS en grupo 1 en el mismo dia; bP<0.05 vs AS+NS en grupo 2 en el mismo
dia; cP<0.05 vs AS+NS en grupo 3 en el mismo dia. Los datos se expresan como media +
desviacion estandar (n=8). Todas las soluciones se administran a 50 pL.

Abreviaciones: AS, sulfato de atropina (solucion al 1%); NS, solucién salina normal

Los resultados de STT relevantes al tratamiento con las formulaciones del farmaco en prueba se
ilustran en la Figura 3B. En el primer dia, los resultados de STT de todos los grupos fueron
similares significativamente (ANOVA, P=0.8276) y pertenecian al rango normal de ojos. En el dia
cinco, el ANOVA unidireccional (P=0.0365) mostr6 que hubo diferencias significativas
estadisticamente entre las formulaciones, y la eficacia terapéutica de las mismas (basado en los
resultados de STT) era posible de predecir. Curiosamente, se observd que solo el O7 produjo
resultados mayores respecto a los ojos normales en el Ultimo momento del experimento, mientras
las otras dos formulaciones produjeron resultados dentro de los rangos normales durante todo el
tiempo del experimento. El efecto incrementado de las formulaciones de micelas puede darse
debido a Ia permeabilidad incrementada en relacion a la cantidad de Cremophor EL. Estos
resultados sugieren que las formulaciones de micelas en este estudio tienen el potencial
para reducir la cantidad del ingrediente activo.
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DENSIDAD DE LAS CELULAS CALICIFORMES

Las glandulas lagrimales, conjuntiva y cornea se ven afectadas con la enfermedad de ojo seco. Por
lo tanto, la superficie ocular es el objetivo ideal para la administracion tépica de CsA para suprimir la
inflamacién ocular sin exposicion sistémica de CsA significativa. Las células caliciformes se,
ubican en la superficie de la mucina secretada a través de Ia conjuntiva, y una vez secretada,
posee la habilidad de hidratar y solidificar la conjuntiva. _&t?ﬂna biologi duce una
cubierta protectora sobre la superficie ocular para protegerla de una variedad gérmenes,
quimicos y toxinas ambientales. Las células caliciformes de la conjuntiva son la fuente principal de
mucoproteinas de la superficie ocular que lubrican y protegen la superficie ocular. Es probable que
la pobre lubricacién de la superficie ocular que resulta de una produccion reducida de mucinas haga
que la pelicula lagrimal sea inestable. Por lo tanto, la densidad de las células caliciformes (numero
adecuado de células caliciformes) es un parametro critico que refleja la salud global de la superficie
ocular. La emulsion de CsA (Restasis), pero no las lagrimas artificiales, incrementa la densidad de
células caliciformes en la conjuntiva bulbar en pacientes con ojo seco.

Para evaluar los efectos del tratamiento secuencial con AS y formulaciones del farmaco en la
densidad de células caliciformes en los conejos, se mancharon muestras de saco conjuntival con
solucion H&E. La Tabla 5 muestra el numero promedio de células de caliciformes de los grupos 1y
3. El nimero de células caliciformes en conjuntivas tratadas con AS + MS-CsA ( Clacier: )
(94.83+8.38) 0 AS + Restasis (65.17+11.51) fue significativamente mas alto que el nimero de células
caliciformes tratadas con AS + NS (grupo 1, 43.67+4.76; grupo 3, 40.5+7.01). Las densidades de las
células caliciformes del grupo 1 (tratadas con O7) y grupo 3 (tratadas con Restasis) mostraron una
diferencia significativa (P<0.05). como resultado, las formulaciones de MS-CsA ( Clacier*) tienen
potencial para ser una herramienta Util para curar los ojos secos y puede ser empleado como una
alternativa ideal [...] para el tratamiento del sindrome de ojo seco.

Tabla 5: Densidad promedio de las células caliciformes de la conjuntiva

Table 5 Average conjunctival goblet-cell density

Goblet-cell density Difference
Group |
AS+O7 94.83+8.382° 51.17+x6.43
AS+NS 43.67*+4.76
Group 3
AS + Restasis 65.17x11.51 24.67+9.33
AS+NS 40.5+7.01

Nota: aP<0.05 vs AS+NS en grupo 1 en el mismo dia; bP<0.05 vs AS+NS en grupo 2 en el mismo
dia; cP<0.05 vs AS+NS en grupo 3 en el mismo dia. Los datos se expresan como media +
desviacion estandar (n=8). Todas las soluciones se administran a 50 pL.

Abreviaciones: AS, sulfato de atropina (solucién al 1%); NS, solucion salina normal

MORFOLOGIA EPITELIAL DE LA CONJUNTIVA

Como se muestra en la Figura 4, las células caliciformes se tifieron de purpura y se localizaron en el
epitelio superficial. El tratamiento con AS disminuyé la densidad de las células caliciformes, como
en la enfermedad del ojo seco. Asimismo, los resultados fueron consistentes con los resultados de
STT, como se menciond anteriormente.

Las conjuntivas de conejos luego de 5 dias de tratamiento con AS y NS se muestran en la Figura 4,
C (grupo 1) y E (grupo 3), respectivamente. Estos epitelios se adelgazaron con la pérdida de células
caliciformes. Sin embargo, las conjuntivas de conejos luego de 5 dias de tratamiento con AS y
formulaciones del farmaco recuperaron el epitelio, y hubo un incremento relativo en el numero de
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células caliciformes. Las conjuntivas tratadas con formulaciéon de MS-CsA Clacier’ (Figura
4D) o emulsion comercial de CsA Restasis (Figura 4F) se componian de suficientes capas de
células epiteliales y contenian numerosas células caliciformes.

Figura 4: Imagenes de secciones histoldgicas de la conjuntiva de conejo tefida con H&E.

A vl B  C | e -
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Nota: (A) Administracion solo de solucién salina; (B) administracion solo de solucion sulfato de
atropina 1%; (C) administracién de AS + NS en grupo 1; (D) administracion de AS + O7 en grupo 1;
(E) administracion de AS + NS en grupo 3; (F) administracion de AS + Restasis en grupo 3. Las
células caliciformes se tifien de purpura y se localizan en el epitelio superficial. Los epitelios en (B),
(C) y (E) se adelgazaron con la pérdida de células caliciformes. La morfologia de células caliciformes
(D) fue relativamente bien formada. Aumento de 40X. Todas las soluciones se administran a 50 pL.
Abreviaciones: AS, sulfato de atropina (solucion al 1%); H&E, hematoxilina y eosina; NS, solucién
salina.

Las gotas oftalmicas de CsA (Ciclosporina) son ampliamente conocidas como agente
terapéutico para el sindrome de ojo seco en la industria farmacéutica. Sin embargo, eran
casi inexistentes las preparaciones de medicamentos oftalmicos para este trastorno,
excepto Restasis, debido a temas de estabilidad y conformidad del paciente. Para
desarrollar un MS-CsA transparente capaz de mejorar el cumplimiento del paciente y tratar
con eficacia al paciente con sindrome de ojo seco, se establecieron formulaciones de

MS-CsA ( Clacier: )compuesta por el tensioactivo no iénico Cremophor EL, etanol y buffer
fosfato.

Estos estudios revelaron que el método de fabricacion de MS-CsA ( Clacier’ ) aporta una
manera mas simple y eficiente de preparar gotas oftalmicas caracteristicamente mas
pequenas y con tamano de distribucion mas homogéneo que el Restasis.

MsS-CsA ( Clacier: ) puede ser almacenado por 60 dias sin ningtin cambio quimico o fisico,
como el pH, osmolaridad, tamano de particula y contenido.

El nuevo MS-CsA ( Clacier’ ) desarrollado mostré un efecto terapéutico significativo, segiin
evidencia histolégica de mayor densidad de celular caliciformes y evidencia clinica de
produccion lagrimal mejorada en ojo seco.

Nuestros resultados implican considerablemente que el MS-CsA ( Clacier: ) es una terapia
ideal para ojo seco.

Asimismo, el sistema de aplicacién del MS-CsA( C lacier: ) con su tiempo de proceso mas
corto y posible produccién a gran escala, es un método favorable.
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