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DESCRIPCION
Composicion de tincién para usar en un método de cirugia ocular
La invencion se dirige a una composicién de tinciéon para usar en un método de cirugia ocular.
Para facilitar la cirugia ocular, los métodos de tincién se usan para distinguir un tejido ocular del otro.

Por ejemplo, en la cirugia vitreoretinal, la membrana de la retina puede tefiirse para distinguirla visualmente del tejido
retiniano circundante o subyacente sano. La cirugia vitreoretinal es una cirugia que tiene como objetivo proporcionar un
tratamiento para un trastorno relacionado con la retina, el vitreo y/o la macula. Los ejemplos de tales trastornos incluyen
desprendimiento de retina, fruncimiento macular, agujero macular, degeneracién macular, retinopatia diabética y uveitis.
En la cirugia vitreoretinal, a menudo se elimina una membrana de la retina. La tinciéon de una de las membranas de la
retina hace que sea mas facil distinguir los diferentes tejidos oculares y eliminar completamente la membrana de la
retina sin dafar el tejido retiniano circundante.

Otro ejemplo de cirugia ocular en donde se usa la tincién para distinguir diferentes tejidos oculares es la cirugia de
cataratas. Un ejemplo de cirugia de cataratas es la extraccion de cataratas, en donde el cristalino se retira del ojo.
Mediante la tincion selectiva del material lenticular debajo de la capsula anterior del cristalino, la capsula anterior del
cristalino puede distinguirse mas facilmente, lo que facilita la cirugia.

Los colorantes o mezclas de colorantes adecuados para la tincién que se usan en cirugia ocular deben ser no téxicos y
aceptables fisiolégicamente. Ademas, el colorante debe ser preferentemente capaz de tefir un tejido ocular o un
componente de tejido ocular sin difundirse a través de dicho tejido o componente, para evitar que el tejido circundante
también se tifa.

WO-A-86/02548 describe una composicidon para su uso en oftalmologia que contiene una solucion acuosa de un
polimero de alto peso molecular y un colorante polimérico que tiene un peso molecular superior a 10,000. El polimero de
alto peso molecular es preferentemente un polisacarido, tal como dextrano, un derivado de la celulosa, el almidén o un
derivado del almiddn, o una proteina. También se mencionan ejemplos de polimeros sintéticos. Los Unicos ejemplos que
se mencionan para el colorante son colorantes reactivos.

EP-A-1 132 065 describe composiciones viscoelasticas coloreadas. Los ejemplos de composiciones viscoelasticas que
se mencionan incluyen &cido hialurénico, sulfato de condroitina, acido alginico, polisacaridos, polinucleétidos, proteinas,
celulosa y derivados de la celulosa y polimeros sintéticos tales como acido acrilico y polimeros de acido metacrilico.

WO-A-99/58159 describe el uso de un colorante vital para tefir una membrana retiniana en un ojo. Tal uso de un
colorante vital permite al cirujano distinguir visualmente las membranas retinianas de la retina subyacente, de modo que
las membranas pueden identificarse mejor durante la cirugia, por ejemplo, para prevenir la eliminacion incompleta de las
membranas o el dafio a la retina misma. Los ejemplos de colorantes vitales adecuados son el azul de tripano, el rojo de
tripano, el azul de cresilo brillante y el verde de indocianina.

WO-A-99/58160 describe un método para realizar una capsulorrexis, una técnica que se usa para extraer la capsula del
cristalino durante la cirugia de catarata, método en el que una cépsula del cristalino se tifie usando al menos un
colorante, el cual es capaz de tefiir el tejido sin difundirse a través de dicho tejido. Los ejemplos de colorantes
adecuados son el azul de tripano, el rojo de tripano y el azul de cresilo brillante.

Kudo K y otros describe como evitar la tincién del vitreo durante la cirugia de cataratas (ver Folia Ophtalmologica
Japonica, Osaka JP, vol. 56, n. 3, 1 de enero de 2015).

US 2004/019010 se refiere a agentes viscosos 0 viscoelasticos mejorados para su uso en procedimientos quirdrgicos
oftdlmicos, que mantienen una alta viscosidad durante el procedimiento quirlrgico, pero pierden rapidamente la
viscosidad después del cierre de la cirugia. Oberstein y otros describen una composicién de tincion que comprende azul
de tripano y glucosa para su uso en un procedimiento quirargico oftalmico (ver British Journal of Ophthalmology, vol. 91,
n. 7, julio de 2007 (2007-07), paginas 955-957). Las composiciones de tincion de acuerdo con la técnica anterior se
aplican tipicamente a la superficie del tejido ocular a tefiir. La composicién de tincion se dejara extender después a
través de este tejido al permitir que la composicion de tincién se adentre o penetre en el tejido bajo la fuerza de la
gravedad.

La composicion de tincion de la técnica anterior tiene varias desventajas cuando se usa en cirugia ocular.
Las desventajas de la composicién de tincién de la técnica anterior estan relacionadas en particular con el enjuague del

tejido ocular durante la cirugia ocular. Durante la cirugia ocular, la mayoria de los tejidos deben enjuagarse
continuamente con una solucién salina de enjuague para reducir los riesgos de inflamacion, infeccién y dafio tisular.
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Una primera desventaja de la composicion de la técnica anterior es que después de aplicar dicha composicién al tejido
ocular, el enjuague puede eliminar parcialmente el colorante. En consecuencia, el tejido puede no tefirse de manera
adecuada.

Una desventaja adicional es que el colorante en la composicion de tincién de la técnica anterior puede tener el efecto
secundario indeseable de tefiir también la solucién de enjuague. Una solucion de enjuague tefiida oscurece la visibilidad
del tejido objetivo. En consecuencia, la cirugia ocular solamente puede continuar después del lavado completo de la
solucién de enjuague tefiida. Ademas, la solucién de enjuague tefiida puede tener un efecto no deseado de tincién
sobre otros tejidos o en otras partes del ojo.

Una desventaja adicional de las composiciones de tincién de la técnica anterior es que la composicién de tincién puede
todavia difundirse parcialmente a través del tejido ocular al que se aplica el colorante. Esto disminuye la separacion
nitida entre el tejido ocular tefiido y el tejido circundante. En consecuencia, un cirujano tendra mas dificultad para
distinguir visualmente el tejido ocular tefiido del tejido circundante.

El objetivo de la presente invencion es superar al menos una de las desventajas descritas anteriormente.

En un primer aspecto, este objetivo se consigue al proporcionar una composicién de tincién para su uso en un
procedimiento de cirugia ocular, cuyo método comprende tefiir un tejido ocular o parte de un tejido ocular, en donde la
composicion de tincién comprende un colorante vital y un compuesto que aumenta la densidad que se selecciona del
grupo que consiste en polimeros solubles en agua, en donde el polimero soluble en agua es polietilenglicol y en donde
el colorante se selecciona del grupo que consiste en azul de metileno, azul brillante G, azul brillante R, azul patente V,
Chicago azul cielo 6B, azul de tripano, rojo de tripano, azul de cresilo brillante, verde de indocianina y un compuesto que
tiene la formula

H3 R4

Ry—N=N N=N—R,

en donde R;1 y Rz son los mismos o diferentes grupos arilo, y en donde Rzy R4 se seleccionan independientemente de
hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, amino, hidroxilo y sulfonato.

Los inventores notaron que las desventajas descritas anteriormente se relacionaban principalmente con la lenta
interaccion entre el colorante y el tejido objetivo. Ademas, notaron de que al menos algunas de estas desventajas
descritas anteriormente podrian resolverse disminuyendo el tiempo que tarda la composicién de tincion en adentrarse o
penetrar en el tejido ocular después de aplicarse a la superficie de dicho tejido.

Por lo tanto, se descubrié que, mediante el aumento de la densidad de una composicién de tincién, el tiempo que tardan
las composiciones de tincién en adentrarse o penetrar en el tejido ocular cuando se aplica a la superficie de dicho tejido
disminuyé. Se descubrié que el aumento de la densidad de la composicién de tincién podria lograrse mediante el uso de
un polimero soluble en agua, en particular polietilenglicol.

Otra ventaja de la invencion es que la presencia del polimero soluble en agua no afecta, o al menos no en un grado
perjudicial significativo, la estabilidad del colorante vital. Esto es sorprendente, porque la mayoria de los colorantes
vitales son relativamente inestables y la adicién de compuestos, tal como un tampoén de fosfato, a una composicién de
tincion, puede aumentar la velocidad de degradacion del colorante vital. De acuerdo con la invencién, se encontré que
este no es el caso. Incluso se encontrd que la estabilidad del colorante vital puede incrementarse por la presencia de
polietilenglicol (PEG). Este efecto beneficioso se observd particularmente para una composicion de tincion que
comprende azul de tripano y polietilenglicol.

Sin el deseo de apegarse a ninguna teoria, se supone que tanto el pH de la composicién de tincion como la actividad del
agua de la misma juegan un papel en la degradacion de los colorantes vitales. Se espera que el compuesto que
aumenta la densidad disminuya la actividad del agua en la composicidon de tincién, lo que conduce a una menor
velocidad de degradacién de los colorantes vitales.

El compuesto que aumenta la densidad proporciona la composicion de tincién de la invencion con una mayor densidad.
Por lo tanto, la composicion también puede denominarse una composicion de tincion aumentada en peso. La
composicién de tincion de la invencién proporciona asi una distribucion mas precisa, por ejemplo, al aplicar el colorante
de manera mas local, una tincibn mas intensa, un menor riesgo de tincion no deseada de otro tejido (tincion colateral)
y/o una reduccion del riesgo de tincion de la solucién de enjuague que se usa durante la cirugia ocular.
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El término "colorante vital' como se usa en la presente descripcidn se refiere a un colorante que tiene una coloracion
suficiente, o capacidad de tincidon, a una concentracion que es aceptable fisioldgica y toxicolégicamente. Por lo tanto, un
colorante de este tipo puede usarse en un entorno (in-vivo) de células y tejidos vivos. En otras palabras, la cantidad
minima de colorante que es necesaria para proporcionar una tincion suficiente para que sea visible una coloracién util
debe ser baja hasta tal punto que no se produzca ningln, o casi ningun efecto téxico adverso. Preferentemente, el
colorante no es, o es al menos apenas toxico para la retina y las estructuras adyacentes. Se prefiere, ademas, que no
haya sustancialmente trazas del colorante en el ojo, poco después de que se complete el procedimiento de cirugia
ocular. Como resultado, apenas existe riesgo de que el paciente experimente efectos secundarios por el uso del
colorante.

El término "densidad" como se usa en la presente descripcion se refiere a la densidad de flotacion. La presencia del
compuesto que aumenta la densidad aumenta asi la densidad de flotacion de la composicidn de tincién en comparacion
con una composicion de tincion donde tal compuesto que aumenta la densidad esta ausente. La densidad de flotacién
de la composicién de tincion puede calcularse, por ejemplo, tomando el peso total de un cierto volumen de la
composicién de tincion y restando el peso total de fluido ocular desplazado por dicho volumen de la composicion de
tincion.

El término "compuesto que aumenta la densidad" se refiere a polietilenglicol, cuyo compuesto, cuando esta presente en
una composicion de tincion, reduce el tiempo que tardan las composiciones de tinciéon en adentrarse o penetrar en el
tejido ocular cuando se aplican a la superficie de dicho tejido, particularmente mediante el aumento de la densidad de
flotacién de la composicion de tincion.

El término "tejido ocular" como se usa en la presente descripcion puede referirse a cualquier tejido presente en el ojo.
En particular, el tejido ocular puede referirse a la membrana retiniana del ojo y a la capsula del cristalino del ojo.

El término "membrana retiniana" como se usa en la presente descripcion se refiere al tejido de la membrana de la retina
patoldgica, tejido de la membrana de la retina parcialmente patolégica y tejido de la membrana de la retina sana. Por lo
tanto, el término "membrana retiniana" abarca, por ejemplo, membranas de vitreoretinopatia proliferativa (PVR),
membranas epirretinianas, membrana limitante interna (engrosada o alterada) (ILM) y membranas vitreas, asi como
también elementos o componentes de estas membranas.

El término "tejido subyacente o circundante" puede referirse al tejido que esta adyacente o debajo del tejido ocular que
va a tefiirse. En particular, el tejido circundante puede referirse al tejido subyacente del tejido ocular a tefiirse, para
distinguir visualmente el tejido patoldgico del tejido no afectado principalmente por la enfermedad.

Preferentemente, el compuesto que aumenta la densidad no afecta, o al menos no significativamente, las propiedades
de tincion del colorante vital usado.

El compuesto que aumenta la densidad es preferentemente no i6nico debido a la dificultad de controlar la osmolaridad
de las composiciones de tincién que comprenden compuestos que aumentan la densidad ionogénica.

El PEG tiene preferentemente un peso molecular en el intervalo de 600 - 100000, con mayor preferencia en el intervalo
de 2 000 — 10 000. Se descubrié que el uso de PEG como polimero soluble en agua puede proporcionar la ventaja
adicional de disminuir, o al menos no aumentar, la velocidad de degradacién del colorante. Se encontré que este efecto
es particularmente fuerte para el azul de tripano.

Se descubri6 ademas que la presencia de glucosa y/o maltosa en una composicion de tincion aumento
significativamente la velocidad de degradacion. Aunque una composicion de tincion que comprende glucosa y/o maltosa
también aumentd la densidad y/o viscosidad de la composiciéon de tincién, se descubrié que dicha composicién era
menos adecuada para su uso en cirugia ocular que la composicion de la invencién. Una composicion de tinciéon que
comprende glucosa y/o maltosa, ademas de su inestabilidad quimica, se mezcla relativamente rapido con la solucion de
enjuague en comparacion con la composicion de tincion de la invencién.

Si el peso molecular del compuesto que aumenta la densidad se selecciona demasiado pequefio, el compuesto que
aumenta la densidad puede no ser suficientemente efectivo para aumentar la densidad de la composicién de tincion. Por
lo tanto, el compuesto que aumenta la densidad tiene preferentemente un peso molecular de al menos 50 g/mol, con
mayor preferencia al menos 100 g/mol, ain con mayor preferencia al menos 300 g/mol, alin con mayor preferencia al
menos 600 g/mol, adn con mayor preferencia al menos 800 g/mol, ain con mayor preferencia al menos 1000 g/mol. Por
ejemplo, ambos PEG600 y Nycodenz®, que tienen una masa molecular de 821 g/mol, pueden usarse adecuadamente
como un compuesto que aumenta la densidad. Cuando se usa PEG como un compuesto que aumenta la densidad, el
peso molecular de PEG es preferentemente de 600 g/mol o superior por razones de osmolaridad (véase también a
continuacion). Las cantidades efectivas de polimeros de PEG mas pequefios en la composicion de tinciéon de la
invencion pueden dar como resultado una osmolaridad que puede ser demasiado alta.

El compuesto que aumenta la densidad preferentemente tiene un peso molecular de 500 000 g/mol como maximo, con
mayor preferencia 100 000 g/mol como maximo, con la maxima preferencia 40 000 g/mol como maximo. Si el peso
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molecular del compuesto que aumenta la densidad se selecciona demasiado alto, por ejemplo, por encima de 40 000
g/mol, el cuerpo puede tener dificultad para eliminar del organismo el compuesto que aumenta la densidad (ver también
"Fate of water-soluble polymers administered via different routes, Tetsuji Yamaoka, Yasuhiko Tabata, Yoshito lkada, J.
Pharm. Sci. 84 (3), paginas 349 - 354"). Una desventaja adicional de tener un alto peso molecular para el compuesto
que aumenta la densidad es que una composiciéon de tincion que comprende polimeros que tienen un alto peso
molecular puede ser demasiado viscosa, lo que puede causar problemas cuando se aplica la composicién de tincién y/o
mas tarde cuando esta presente en el tejido tefiido.

La masa molecular del polimero soluble en agua puede determinarse usando, por ejemplo, cromatografia de exclusion
molecular acoplada con deteccion de dispersion de luz laser multiangular.

La composicion de tincion preferentemente tiene una densidad de mas de 1003 kg-m’s y menos de 1040 kg-m'3, con
mayor preferencia una densidad de 1004 - 1026 kg-m % medido a una temperatura de 298 K. Esta densidad es mas
alta que la de las composiciones de tincion de la técnica anterior, que tipicamente tienen una densidad de 1003 kg-m'3 a
298 K. La densidad puede medirse mediante el uso de un picnédmetro, como se describe en "Density and Viscosity of
Concentrated Aqueous Solutions of Polyethylene Glycol" por Pedro Gonzalez-Tello, Fernando Camacho, y Gabriel
Blizquez en J. Chem. Eng. Datos 1994,39, 611-614.

Preferentemente, se usa un colorante vital que es capaz de tefiir el tejido sin difundirse a través de dicho tejido.

Se han logrado resultados particularmente buenos mediante el uso de un colorante vital que tiene la formula

R3 Ry

Ry—N=N N=N—R,

en donde R; y Rz son los mismos o diferentes grupos arilo, y en donde Rz y R4 se seleccionan independientemente de
hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, amino, hidroxilo y sulfonato. R1 y R son preferentemente los mismos y estan formados
por grupos naftilo sustituidos. Preferentemente, los grupos naftilo estan sustituidos con uno o mas de los grupos
sulfonato, grupos amino y grupos hidroxilo. Se encontr6 que estos colorantes se unen predominantemente al tejido
fibroso, tal como el tejido de las membranas de la retina, lo que los hace particularmente adecuados para su aplicacién
en cirugia vitreoretinal.

Preferentemente, el colorante se selecciona del grupo que consiste en azul de metileno (MB), azul brillante G (BBG),
azul brillante R (BBR), azul patente V, Chicago azul cielo 6B (también conocido como Azul Directo 1 y Pontamina azul
cielo), azul de tripano (TB), rojo de tripano, azul de cresilo brillante, verde de indocianina. Se encontr6 que estos
colorantes proporcionan una tincioén claramente visible en cantidades muy bajas. Ademas, tienen un perfil de toxicidad
ventajoso.

Preferentemente, el colorante comprende un primer y un segundo colorante, donde el primer colorante es azul de
tripano (TB) o Chicago azul cielo 6B y el segundo colorante se selecciona del grupo que consiste en azul brillante G
(BBG), verde claro SF amarillento (LG), rojo de fenol, rojo de clorofenol B-D-galactopirandsido (CPRG), rosa de bengala
(4,5,6,7-tetracloro-2',4',5', 7'-tetraiodofluoresceina, floxanina B y safranina T. Con mayor preferencia, el colorante es una
combinacion de azul de tripano (TB) y azul brillante G (BBG).

La presencia de azul de tripano y un segundo colorante como se definié anteriormente en la composicién de tincion
tiene la ventaja de que proporciona la tincién de diferentes tejidos oculares con diferentes colorantes, lo que facilita
distinguir visualmente los diferentes tejidos oculares entre si durante la cirugia. Particularmente, el azul de tripano tefiira
principalmente la membrana epirretiniana, mientras que el segundo colorante tefira principalmente la membrana
limitante interna.

La relacion en peso del primer colorante (azul de tripano) al segundo colorante en el colorante de la composicion de
tincion esta preferentemente entre 1:1 y 100:1, con mayor preferencia entre 2:1 y 25:1, adn con mayor preferencia entre
4:1y 15:1. La composicion de tincién puede proporcionarse en forma sélida, donde un liquido, por ejemplo, una solucién
acuosa puede agregarse mas tarde para preparar una composicion liquida fresca para su uso en cirugia ocular.

La composicion de tincion de la invencién puede ser una composiciéon de tincién liquida, particularmente una
composicién de tinciéon acuosa. En este caso, la composicion de tincién es preferentemente una solucion acuosa o una
dispersion coloidal. EI compuesto que aumenta la densidad puede disolverse en la composicion de tincion liquida o
dispersarse en la composicién de tincion liquida como particulas coloidales.
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La concentracion del compuesto que aumenta la densidad en la compaosicién de tincién liquida es preferentemente al
menos 4 g/L, con mayor preferencia 10 g/L, con mayor preferencia al menos 20 g/L, aun con mayor preferencia al
menos 40 g/L.

La concentracion del compuesto que aumenta la densidad es preferentemente al menos 1% en peso y con mayor
preferencia 2 - 10% en peso, con mayor preferencia 3 - 6% en peso basado en el peso total de la composicién de
tincion. La concentracion del compuesto que aumenta la densidad es preferentemente menor que 50 % en peso,
basado en el peso total de la composicién de tincion.

Se encontré que la viscosidad de la composicion de tincion liquida puede influir en la velocidad de mezcldo con el
liguido de enjuague. Una composicion de tincién liquida que tiene una viscosidad suficientemente alta puede mostrar
una velocidad de mezclado deseable baja con el liquido de enjuague, lo que permite de esta manera una concentracion
del colorante particularmente alta y estrechamente localizada tras la aplicacion a la superficie del tejido a tefiir. Esto es
conveniente, porque permite una disminucion en el tiempo que tardan las composiciones de tincion en penetrar en el
tejido ocular cuando se aplican a la superficie de dicho tejido y/o reduce el riesgo de una tinciéon no deseada del tejido
circundante. Por lo tanto, la viscosidad de la composicién de tincion liquida es preferentemente de al menos 2,0 mPa.s,
con mayor preferencia de al menos 2,2 mPa.s, aun con mayor preferencia de 2,5 mPa.s. Ademas, la viscosidad de la
composicion de tincién es preferentemente menor que 18 mPa.s, con mayor preferencia menor que 9 mPa.s. Una
composicion de tincion con una viscosidad demasiado alta puede dar como resultado una tasa de tinciéon demasiado
baja, debido a que la velocidad de difusiébn de un colorante vital en una composicion viscosa es menor en una
composicién que tiene una viscosidad mas alta que en una composicién con una viscosidad mas baja. La viscosidad tal
como se usa en la presente descripcion se refiere en particular a la viscosidad dindmica. Los valores de viscosidad se
determinaron mediante el uso de un reébmetro a una temperatura de 298 K.

La composicion de tincién puede comprender ademdas una sal. La composicién de tincién liquida es preferentemente
isoténica con respecto al fluido ocular. Para este fin, la composicion de tincién liquida puede comprender una sal para
ajustar su osmolaridad a un valor adecuado. La composicién de tincién de la invencion tiene preferentemente una
osmolaridad entre 250 y 400 mosmol/L, preferentemente 300-330 mosmol/L, por ejemplo 315 mosmol/L. El experto en
la técnica podra calcular la cantidad de sal necesaria para lograr esto.

La sal puede seleccionarse del grupo que consiste en cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, cloruro de
magnesio o una combinacion de los mismos. Para proporcionar la composicion de tinciéon con una sal, la composicion
de tincion puede comprender una solucion salina. Ejemplos adecuados son solucién salina equilibrada o solucion
Lactato de Ringer Hartmann (ver también Nuijts RMMA, Edelhauser HF, Holley GP, "Intraocular irrigating solutions: a
comparison of Hartmann's lactated Ringer's solution, BSS and BSS plus”, Clin. Exp. Ophtamol., vol. 233 (1995), paginas
655-661).

Se prefiere ademas que la compaosicién de tincion liquida tenga un pH neutro, es decir un pH de 6,5 - 7,5. Por lo tanto, la
composicién de tincion puede comprender un tampoén, preferentemente un tampon salino, que tiene las propiedades
para ser usado en aplicaciones oftalmicas. Un ejemplo de un tampén adecuado es NaCl tamponado con fosfato,
disponible comercialmente en NPBI, Emmer-Compascuum, Paises Bajos.

La concentracion del colorante en la composicion de tincion liquida es preferentemente de 0,001 — 2 % en peso, con
mayor preferencia de 0,01 — 1 % en peso, aun con mayor preferencia de 0,1-0,5 % en peso basado en el peso total de
la composicién de tincion. Dentro de este intervalo, la concentracion puede adaptarse a las caracteristicas de toxicidad y
coloracion del colorante usado. Se prefiere seleccionar una cantidad tal que se logre un efecto de tincion 6ptimo,
mientras que al mismo tiempo se minimice el riesgo de un posible dafio ocular o a cualquier parte del ojo debido a la
toxicidad del colorante.

Por ejemplo, una composicién liquida de tincion puede comprender 0,05 - 0,5 % en peso de TB, 0,01-0,1 % en peso de
BBG y 1-10% en peso de PEG en base al peso total de la composicién de tincion.

Para ciertas aplicaciones, por ejemplo, en algunas aplicaciones en las que la composicion de tincion se aplica a la
capsula anterior del cristalino, puede ser conveniente que la composicion de tincion sea una dispersién o una solucién
viscosa o viscoelastomérica. Por ejemplo, la composicion de tincién puede comprender acido hialurénico (ver WO-A-
96/32929). Estard dentro de la experiencia estandar de la persona experta en la técnica seleccionar una forma
adecuada para la solucion. Por ejemplo, puede desearse una mayor viscosidad para reducir la tension sobre la capsula
lenticular durante la capsulorrexis o para proteger la cornea.

Cada componente en la composicion de tincién tiene preferentemente una concentraciéon en la composicién de tincion
que es aceptable fisiologica y toxicolégicamente. En otras palabras, la cantidad minima de cada componente en la
composicién de tincion debe ser suficientemente baja de manera que no se produzcan o se produzcan escasos efectos
toxicos adversos. Preferentemente, cada componente en la composicién de tincién no es, o es al menos escasamente,
toxico para la retina y las estructuras adyacentes. Se prefiere, ademas, que el contenido de cada componente en la
composicion de tincion presente en el ojo, poco después de la cirugia ocular, no represente ningun riesgo de que el
paciente experimente efectos secundarios por el uso de la composicion de tincion.
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La presente descripcién se refiere ademas a un método para preparar una composicién de tincién, que comprende la
etapa de disolver en un liquido, un colorante vital y un compuesto que aumenta la densidad y la viscosidad.

El colorante vital y el compuesto que aumenta la densidad usados en el método de la descripcion son como se describio
anteriormente. El liquido usado en el método de la descripcion se selecciona preferentemente del grupo que consiste en
agua, una solucién salina o un tampén, tal como un tampén salino. Los ejemplos de soluciones salinas o tampones
adecuados se describieron anteriormente.

El método puede comprender ademas la etapa de disolver una sal en el liquido para ajustar la osmolaridad del liquido a
un valor entre 250 y 400 mosmol/L, preferentemente 315 mosmol/L.

La composicién de tincidon se usa en el tratamiento de tincion de un tejido ocular o parte de un tejido ocular. La tincion de
al menos parte de un tejido ocular puede usarse en muchos tipos de cirugia ocular para facilitar el trabajo del cirujano al
hacer mas facil la distincién visual de un tejido ocular del otro.

En particular, la composicion de tincion puede usarse para tefiir un primer tejido ocular de manera que se distinga de un
segundo tejido ocular. El primer tejido ocular puede ser el tejido circundante o subyacente del segundo tejido.
Alternativamente, el segundo tejido ocular puede ser el tejido circundante o subyacente del primer tejido.

El tratamiento de tincion de al menos parte de un tejido ocular es parte de una cirugia ocular, por ejemplo, cirugia
vitreoretinal o extraccion de cataratas. Dicha cirugia puede realizarse para tratar diversas afecciones. La cirugia que
tiene como objetivo proporcionar un tratamiento para un trastorno relacionado con la retina, el vitreo y/o la macula se
conoce como cirugia vitreoretinal. Los ejemplos de tales afecciones incluyen desprendimiento de retina, fruncimiento
macular, agujero macular, degeneracién macular, retinopatia diabética y uveitis. La cirugia ocular también puede
realizarse para tratar las cataratas. Esta afeccién puede tratarse con un procedimiento quirirgico llamado extraccion de
cataratas.

La composicion de tincién puede usarse en la cirugia de glaucoma para visualizar el canal de Schlemm y/o para evaluar
si la ampolla de filtracién conjuntival es potente. Ejemplos de cirugia de glaucoma son la trabeculectomia y la
introduccion de un implante de drenaje de glaucoma, tal como un implante Baerveldt.

La composicion de tincion puede usarse en un método o procedimiento para llevar a cabo la eliminacion de la
membrana retiniana, en donde la composicion de tincién se usa para tefiir la membrana retiniana. La membrana
retiniana eliminada en dicho método o procedimiento puede ser, por ejemplo, la membrana vitreoretiniana proliferativa,
la membrana epirretiniana o la membrana limitante interna.

La composicion de tincion también puede usarse en un método o procedimiento para realizar una capsulorrexis, en
donde una capsula del cristalino de un ojo se tifie mediante el uso de la composicion de tincién. En este caso, la
composicion de tincién puede ser capaz de tefiir el tejido sin difundirse a través de dicho ojo.

Puede ser importante notar que, de acuerdo con la invencion, el colorante no se usa para tener un efecto diagnostico o
terapéutico. El contraste que se produce por la tincién del tejido solamente es visible y/o Gtil en combinacion con la
manipulacion quirdrgica real, por ejemplo, la eliminacion del tejido. En otras palabras, el colorante no se aplica sobre el
tejido, proporciona o confirma un diagnéstico, ya que la transparencia de los medios oculares permite a los
profesionales médicos establecer el tipo de patologia (es decir, llegar a un diagndstico) antes de la cirugia. Ademas, el
colorante no tiene ningun efecto terapéutico y no actia como un adyuvante. El propdsito de tefiir el tejido es
simplemente producir un contraste entre las diferentes estructuras del tejido durante un procedimiento quirdrgico.

En el ojo normal, la retina se localiza en el segmento posterior del ojo, detrds del corpus vitreum. La retina es una
membrana fina y translicida que descansa sobre una Unica capa de epitelio pigmentado, que se extiende desde la ora
serrata hasta el disco optico. Consiste en células fotorreceptoras (varillas y conos), que estan conectadas a vias
neuronales que terminan en fibras no mielinizadas. Estos se combinan para formar el nervio éptico. La estructura mas
interna de la retina es la membrana limitante interna.

El vitreo es un gel claro, transparente y semisolido que ocupa aproximadamente dos tercios del volumen del globo, que
se extiende desde el cristalino hasta el disco 6ptico. Es un espacio de tejido conectivo donde la mayor porcion del
espacio esta formada por colageno intercelular y redes de acido hialurénico. El vitreo esta en estrecho contacto con el
epitelio de la pars plicata y pars plana, ora serrata y la membrana limitante interna de la retina hasta el disco 6ptico. La
base vitrea representa la union mas solida del vitreo a la pared del ojo. Se extiende a ambos lados de la ora
extendiéndose anteriormente en la pars plana sobre 1,5 a 2 mm y posteriormente en la retina sobre 3 a 4 mm.

El desprendimiento de retina tipicamente ocurre en personas mayores. Cuando las personas crecen, el cuerpo vitreo
puede encogerse y desprenderse de la retina. En efecto, la retina se desprende del tejido de soporte vitreo, lo que
puede llevar a la pérdida de la vision e incluso a la ceguera. La mayoria de los desprendimientos de retina son el
resultado de una ruptura de la retina, un agujero o una rotura. Estas roturas retinianas pueden ocurrir cuando el gel
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vitreo se suelta 0 se separa de su union a la retina, generalmente en las partes periféricas de la retina. Una vez que la
retina se rompe, el liquido del gel vitreo puede pasar a través de la rotura y acumularse detras de la retina. La
acumulacion de liquido detras de la retina es lo que separa (desprende) la retina de la parte posterior del ojo. A medida
que se acumula mas liquido vitreo detras de la retina, la extensién del desprendimiento de retina puede progresar e
involucrar toda la retina, lo que lleva a un desprendimiento total de retina.

Los desprendimientos de retina pueden repararse en un procedimiento llamado vitrectomia combinado con una hebilla
escleral. En una vitrectomia, se realizan pequefias aberturas a través de la escler6tica para permitir el posicionamiento
de una luz de fibra 6ptica, una herramienta de corte (tijeras especializadas) y unas pinzas delicadas. El gel vitreo del ojo
se retira y se reemplaza con un gas para rellenar el ojo y reposicionar la retina. El gas finalmente se absorbe y es
reemplazado por el fluido natural del ojo. Ademas, o alternativamente, un desprendimiento de retina puede tratarse con
indentacion escleral, que implica el sellado del orificio o rotura en la retina, ya sea con diatermia (una corriente eléctrica
que calienta el tejido), una criosonda (congelacion), o un laser. Esto da como resultado la formacién de tejido cicatrizal
alrededor de la rotura de la retina para mantenerlo sellado permanentemente, de modo que el fluido ya no pueda pasar
a través y detras de la retina. Luego se cose una hebilla escleral, que esta hecha de silicona, plastico o esponja, en la
pared externa del ojo (la esclera). La hebilla es como una cincha o cinturén apretado alrededor del ojo. Este recurso
comprime el ojo de modo que el orificio o rotura en la retina es empujado contra la pared escleral externa del ojo, que ha
sido indentado por la hebilla. La hebilla puede dejarse en su lugar permanentemente. Usualmente no es visible porque
la hebilla esta ubicada en la mitad de la parte posterior del ojo (posteriormente) y esta cubierta por la conjuntiva (la
cubierta exterior transparente del 0jo), que se cose cuidadosamente (sutura) sobre ella. Comprimir el ojo con la hebilla
también reduce cualquier posible estiramiento posterior (traccién) por el vitreo sobre la retina.

Los desprendimientos de retina pueden estar asociados con la vitreoretinopatia proliferativa (PVR). La PVR es la
complicacion mas comun de un desprendimiento de retina y ocurre aproximadamente en entre el 8-10% de los
pacientes que desarrollan un desprendimiento de retina. La vitreoretinopatia proliferativa es la formacién de tejido
cicatricial dentro del ojo. El tejido cicatricial se forma en laminas o membranas en la retina y hace que se contraiga. Esta
marcada contraccion tira de la retina hacia el centro del ojo y desprende y distorsiona la retina severamente. Las
membranas de PVR tipicamente consisten en células epiteliales retinianas pigmentarias, células gliales y otras células.
Estas deben eliminarse mediante descamacion de membrana durante la reparacién de un desprendimiento de retina.

Un fruncimiento macular también se conoce como membrana epirretiniana, membrana prerretiniana, maculopatia de
celofan, arrugas de la retina, retinopatia superficial arrugada, fibrosis premacular y enfermedad de la membrana
limitante interna. Es similar a la PVR en que el tejido cicatricial se forma entre el cuerpo vitreo y la retina como resultado
de la contraccién del cuerpo vitreo. En el caso de un fruncimiento macular, el tejido cicatricial se encuentra en el centro
del tejido del ojo sensible a la luz, la macula. Cuando el vitreo se separa de la retina, hay un dafio microscépico en la
superficie de la retina. La retina comienza un proceso de curacién en el area dafiada y forma tejido cicatrizal, o una
membrana epirretiniana, en la superficie de la retina. Este tejido cicatricial esta firmemente adherido a la superficie de la
retina. Cuando el tejido cicatricial se contrae, provoca que la retina se arrugue o se arquee, generalmente sin ningun
efecto sobre la vision central. Sin embargo, si el tejido cicatricial se form6 sobre la méacula, nuestra vision aguda y
central se vuelve borrosa y distorsionada.

Las membranas epirretinianas pueden extraerse o0 descamarse a través de la esclera. Usualmente en este
procedimiento el vitreo se reemplaza al mismo tiempo con liquido transparente, en una vitrectomia.

Un agujero macular es una pequefia ruptura en la macula. Cuando el cuerpo vitreo se contrae y se aleja de la superficie
de la retina, los fluidos naturales llenan el area donde el vitreo se contrajo. Si el cuerpo vitreo esta firmemente adherido
a la retina cuando se retira, puede rasgar la retina y crear un orificio en la ubicacién de la macula. Esto se llama agujero
macular. Ademas, una vez que el cuerpo vitreo se aleja de la superficie de la retina, algunas de las fibras pueden
permanecer en la superficie de la retina y pueden contraerse. Esto aumenta la tension en la retina y puede conducir a
un agujero macular. En cualquier caso, el fluido que reemplaza el vitreo contraido puede filtrarse a través del orificio
hacia la macula, desenfocando y distorsionando la visién central.

A veces, los agujeros maculares se asocian con membranas epirretinianas que pueden ejercer una traccion tangencial
sobre la retina. Bregsen y otros (Klin. Monatsbl. Augenheilkd., 1995, 206 (1):2-12) propusieron que la principal causa de
los agujeros maculares seniles idiopaticos es la tracciéon tangencial inducida por una membrana epirretiniana delgada.
Sobre la base de la ultraestructura similar de las membranas epirretinianas asociadas con agujeros maculares y
membranas epirretinianas simples, se postulé que existe una patogénesis comun para los agujeros maculares y el
fruncimiento macular (Messmer y otros, Graefe's archive for clinical and experimental ophthalmology, 1998, 236(4):248-
254).

Los agujeros maculares generalmente se tratan mediante una vitrectomia en donde se extrae el cuerpo vitreo para
evitar que tire de la retina (liberacion de traccion intravitrea) y se reemplaza con una burbuja que contiene una mezcla
de aire y gas. La burbuja actia como un vendaje interno y temporal que mantiene el borde del orificio macular en su
lugar mientras cicatriza. En caso de que el agujero macular esté asociado con membranas epirretinianas, éstas se
eliminaran durante la vitrectomia.
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A finales de la década de 1990 se propuso tratar los agujeros maculares no sélo llevando a cabo una vitrectomia con la
eliminacion de las membranas epirretinianas, sino mediante la eliminacién adicional de la membrana limitante interna
(ILM). Los primeros en describir esto fueron Yoon y otros (Am. J. Ophthalmol., 1996, 122:67-75). Ellos quitaron
intencionalmente la membrana limitante interna principalmente para asegurar la eliminacion completa de las membranas
epirretinianas. Aunque la ILM no tiene propiedades contractiles inherentes, se cree que actla como un soporte para que
el tejido contractil ejerza una traccién tangencial sobre la retina. En 1997, Eckardt y otros (Ophthalmologe, 1997, 94:
545-551) observaron que el grosor de la ILM puede variar mucho. No pudieron excluir que la ILM puede ser mas gruesa
en pacientes que tienen un agujero macular y que el grosor aumentado tiene una naturaleza patolégica.

Recientemente, la descamacién de la ILM se ha extendido en la cirugia de agujero macular. Las investigaciones (es
decir las de Yoon y otros y Eckardt y otros, que se mencionan anteriormente) demostraron que las caracteristicas
ultraestructurales del tejido extraido durante la cirugia de agujero macular mostraron células con diferenciacién
miofibroblastica en la ILM, que las células podrian jugar un papel en la formacién y ampliacion de los agujeros
maculares a través de la contraccion en la superficie de la ILM. Brooks Jr. compara los resultados quirirgicos con y sin
descamacion de la ILM y concluye que la descamacion de la ILM mejora significativamente el éxito visual y anatémico
en todas las etapas de los agujeros maculares recientes y crénicos, particularmente en los agujeros maculares grandes
(> 300 um).

Otra afeccion para la cual se ha propuesto la descamacion de la ILM como parte de un tratamiento por vitrectomia, es el
edema macular diabético (ver Kolacny y otros, Bull. Soc. Beige Ophthalmol., 2005, 296: 15-23). El edema macular es
una causa importante de pérdida visual en pacientes con diabetes. En el pasado, se traté usualmente con
fotocoagulacion con laser en microaneurismas de fuga focal o tratamiento de rejilla en areas de edema macular difuso.
Kolacny y otros informan que la vitrectomia con descamacion de la ILM también puede ser un tratamiento beneficioso.

Puede ser beneficioso tefiir un primer tejido ocular para visualizar un segundo tejido que rodea o subyace al primer
tejido ocular. Por ejemplo, la ILM puede tefiirse para visualizar una membrana epirretiniana. Esta técnica, que se llama
"tincién negativa", se desarroll6 para colorantes que son mas adecuados para visualizar la ILM que las membranas
epirretinianas, como el verde de indocianina. Mediante la tincién del primer tejido, un segundo tejido que lo cubre
parcialmente se vuelve visible porque es el tejido no teflido (ver Foster y otros, Retina, 2002, 22: 106-108). En
consecuencia, puede usarse una composicion de tincion para tefiir una membrana retiniana para visualizar una
estructura diferente en el ojo para facilitar la eliminacion de esa estructura diferente.

Una catarata puede desarrollarse debido al envejecimiento o a una amplia variedad de trastornos o enfermedades
patoldgicas oculares o sistémicas. Cuando se desarrolla una catarata, la sustancia del cristalino se vuelve menos
transparente.

En el ojo normal, el cristalino se encuentra detrds del iris y frente al cuerpo vitreo. El cristalino es transparente,
biconvexo, representa aproximadamente 20 dioptrias de potencia de refraccion convergente del ojo, y esta compuesto
por una capsula que encierra y abarca la sustancia del cristalino, es decir, el epitelio del cristalino, la corteza y el nucleo.
Un anillo de fibras zonulares, que se extienden desde el cuerpo ciliar hasta la parte anterior de la capsula del cristalino,
mantiene el cristalino colocado dentro del ojo.

La capsula es una membrana basal elastica de colageno tipo IV producida por las células epiteliales del cristalino. El
grosor de la capsula varia entre 4-24 ym, con un grosor de aproximadamente 14 ym en su parte anterior, 24 ym en su
parte ecuatorial y aproximadamente 4 uym en su parte posterior. Debido a su transparencia, y debido a que su indice de
refraccion es casi igual a la sustancia del cristalino, la capsula del cristalino no puede discriminarse de la sustancia del
cristalino, excepto con el uso de una lampara de hendidura a gran aumento.

Las porciones de la sustancia del cristalino afectadas por catarata pueden diferir con el tipo de trastorno, pero en la
mayoria de los casos las funciones Opticas y/o refractivas del cristalino se afectan, por ejemplo, disminucién de la
agudeza visual, disminucién de la sensibilidad al contraste, pérdida de acomodacion, etc.

Para restaurar la trayectoria Optica, puede realizarse una cirugia de cataratas para eliminar la masa lenticular opaca.
Aunque se dispone de varias técnicas quirdrgicas, las técnicas extracapsulares de extraccion de cataratas, la técnica
Blumenthal o la facoemulsificacién se usan con mayor frecuencia. Con todas las técnicas, se abre la camara anterior del
0jo a través de una incision corneal, limbal o escleral periférica, se abre la capsula anterior del cristalino y se elimina la
sustancia del cristalino, dejando el borde periférico de la capsula anterior del cristalino, asi como también las porciones
capsulares ecuatoriales y posteriores in situ. La capsula del cristalino vacia forma una "bolsa" capsular que puede
utilizarse para soportar un lente sintético intraocular de implante (IOL), de modo que un IOL se coloca "en la bolsa".

Se usan varias técnicas para abrir la capsula anterior del cristalino, es decir, la extirpaciéon de una porcién de la capsula
anterior del cristalino, con o sin el uso de una sustancia viscosa 0 viscoelastomérica, por ejemplo, la técnica de
abrelatas, la técnica envolvente, la capsulotomia y la capsulorrexis circular continua. Para visualizar el defecto capsular
durante la apertura de la capsula, se usa comunmente el reflejo del fondo rojo, la luz coaxial de un microscopio que se
refleja desde el polo posterior del ojo. Cuando la retroiluminacién esta ausente, por ejemplo, con cataratas densas,
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fundidos muy pigmentados o una combinaciéon de ambos, a menudo no es o es escasamente posible discriminar la
capsula anterior del tejido subyacente del cristalino.

La visualizacion del defecto en la capsula anterior durante la apertura de la capsula del cristalino es un paso importante
en el procedimiento quirdrgico, ya que las fuerzas mecanicas de traccion que la capsula puede soportar durante la
cirugia varian segun la configuracion de la apertura capsular. Por ejemplo, en la facoemulsificacion se realiza
comunmente una capsulorrexis circular continua, porque una configuracion circular de la apertura capsular puede
soportar mejor las manipulaciones quirirgicas dentro de la capsula del cristalino durante la eliminacién de la sustancia
del cristalino. La visualizacion incorrecta de la capsula anterior del cristalino durante la realizacion de una capsulorrexis
puede ser responsable del riesgo de una rotura radial hacia o mas alla del ecuador de la capsula del cristalino, y
complicaciones asociadas, por ejemplo, pérdida del vitreo, o un nicleo caido.

Ademas, en una fase posterior de la cirugia, el contorno de la apertura en la capsula anterior del cristalino es a menudo
dificil de visualizar. Durante la eliminacién de la sustancia del cristalino en la facoemulsificacién, casi nunca se observa
un reflejo del fondo rojo Util, ya que el tejido lenticular se vuelve opaco. Sin embargo, durante la facoemulsificacion, ain
es importante que el borde de la capsulorrexis no se dafie, de modo que la integridad capsular se mantenga durante las
manipulaciones quirargicas dentro de la capsula. Por ejemplo, un toque inadvertido del borde con la punta de la pieza
de mano para facoemulsificacion o una sobreextensién de la capsula durante la divisién de la sustancia lenticular,
pueden dafiar el borde de la capsulorrexis. De nuevo, el borde dafiado puede aumentar el riesgo de una rotura radial
hacia el ecuador y las complicaciones asociadas, especialmente porque el dafio al borde de la capsulorrexis puede no
notarse durante la cirugia.

Durante la implantacién de un IOL, el borde de la capsula anterior debe visualizarse para colocar los hapticos del 10L
entre las porciones anterior y posterior de la capsula del cristalino. En esta fase de la cirugia, el borde capsular anterior
a menudo puede observarse con el uso del reflejo del fondo rojo. Para determinar si un haptico(s) se coloca debajo del
borde capsular anterior, el IOL se manipula de manera que el desplazamiento del borde capsular por el haptico u éptico
del IOL indica la posicion del IOL con relacién a la capsula. En los casos en que no existe un reflejo del fondo rojo util,
como se menciond anteriormente, es dificil determinar la posicion del IOL con relacién a la capsula y la tincion puede
usarse para reducir el riesgo de que el IOL se inserte en el area entre el iris y la capsula anterior del cristalino, por
ejemplo, el surco ciliar.

La descripcion se refiere ademas a un método para tefiir un tejido ocular o parte del mismo, que comprende las etapas
de

- aplicar la composicién de tincién de la invencion a la superficie del tejido ocular o parte del tejido ocular; y

- permitir que la composicion de tincién se adentre o penetre en el tejido ocular o parte del tejido ocular.

La presente invencién podra ilustrarse ademas por los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: mediciones de densidad

Se determind la densidad de una soluciéon de PEG 600 al 17 %, una solucién de NaCl al 0,9 % y una solucién de
PEG3350 al 4 %, mediante el uso de un picnémetro. Por lo tanto, se determiné que la densidad de la solucién de
PEG600 era 1013 kg-m’3, la densidad de la solucién de NaCl 1003 kg-m’3 y la densidad de la solucién de PEG3350
1004 kg-m’s a 298 K. Estos resultados demuestran que la presencia de PEG en una solucidon aumenta su densidad.

Ejemplo 2: velocidad de penetracion ex vivo

Se liberaron 100 pl de una composicion de tincién que comprendia 0,15 % en peso de azul de tripano (TB) y 10 % en
peso de polietilenglicol con un peso molecular de 3350 g/mol (PEG 3350) en aproximadamente 13 segundos mediante
una pipeta en un vaso de precipitados lleno con 4 ml de solucién salina tamponada con fosfato.

El experimento se registrdé en video y el comportamiento de la penetracion se evalué mediante inspeccion visual. Las
imagenes se tomarona 0s, 0,15, 1,06 s, 1,94 s, 5,06 s, 10,15 sy 12,91 s después de comenzar la liberacion de la
composicion de tincion de la pipeta, como se ilustra en las Figuras 2(a)-2(f), respectivamente.

Ademas, se observé mediante inspeccion visual que la composicion de tincion no se mezclé con el contenido del vaso
de precipitados de vidrio. Se observé ademas que la composicion de tincién permanecia localizada en el area sobre la
que se aplicaba el colorante, es decir, en el fondo del vaso de precipitados de vidrio, incluso después de que el
recipiente del colorante estaba vacio, como se puede ver en la Figura 2(g).

El comportamiento observado es conveniente, debido a que la localizacion estrecha y la ausencia de mezclado permiten
una penetracion rapida en el tejido ocular cuando se aplica a la superficie de dicho tejido y/o un riesgo reducido de
tincion indeseada del tejido circundante. El experimento demuestra asi que la composicion de tinciéon no es propensa a
tefir la solucién de enjuague y/o el tejido ocular circundante.

Ejemplo 3: penetracion in vivo
10
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La composicion de tincion de la invencion se administra en el tejido objetivo "bajo el aire", es decir la cavidad vitrea esta
completamente llena de aire, o "solucion salina equilibrada”, es decir la cavidad vitrea estd completamente llena de
solucién salina equilibrada. El colorante permanece localizado en el area donde se aplica el colorante. Después de
eliminar todo el exceso de colorante, el tejido objetivo se tifie, lo que permite la eliminacién selectiva de la membrana
limitante interna o las membranas epirretinianas.

Ejemplo 4: degradacion del colorante

La degradacién del colorante vital azul de tripano se midié a lo largo del tiempo en dos composiciones de tincion. La
primera composicion de tincion comprendia 0,25 % en peso de azul de tripano y una solucion salina tamponada con
fosfato (0,25 % en peso de monofosfato disédico 12H,0, 0,036 % en peso de difosfato monosédico 2H,0O y 0,8 % en
peso de cloruro de sodio). La segunda composicion de tincion comprendia 0,25% en peso de azul de tripano, 17 % en
peso de polietilenglicol 600 (PEG600) y una solucion salina tamponada con fosfato (0,25 % en peso de monofosfato
disédico 12H,0 (0,25 % en peso), difosfato monosédico 2H,0 (0,036 % en peso)

El cloruro de sodio estaba presente en el tampdén de la primera composicion de tincidon para proporcionar la primera
composicion de tincién con un valor de osmolaridad adecuado. El tampo6n en la segunda composicion de tincion no
comprendia cloruro de sodio, porque la presencia de PEG en la composicion de tincion ya daba como resultado un valor
de osmolaridad adecuado.

Las dos composiciones de tincién se incubaron a 70 °C durante 30 dias. La concentracion de azul de tripano en las dos
muestras se midioé restando el espectro de absorcion de estas muestras tomado después de 720 horas, del espectro de
absorcion de una composicion de tincidn recién preparada (usada como blanco).

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 1. La Figura 1 muestra la diferencia de absorcion medida con
el blanco. La diferencia de absorcion de la segunda composicion de tincion (que comprende PEG) es claramente menor
que la diferencia de absorcion de la primera composicion de tincion. Por lo tanto, el experimento demuestra que el azul
de tripano se degradd considerablemente mas rapido en la primera composicién de tincion en comparacién con la
segunda composicion de tincién que comprende polietilenglicol.

Ejemplo 5: estabilidad del azul de tripano y azul brillante G en soluciones de polimeros

La estabilidad del azul de tripano en una solucién que contiene un polimero hidréfilo parece depender de la naturaleza
del polimero. La Figura 3 muestra la absorbancia normalizada de una solucién de azul de tripano (concentracion final
0,15 % p/v) antes y después de ser sometida a 70 °C durante 7 dias en presencia de 4 % (p/v) de polietilenglicol (PEG,
Mw =3350), alcohol polivinilico al 4 % (p/v) (PVA, Mw=13,000 - 23,000) y polivinilpirrolidona al 4 % (p/v) (PVP,
Mw=10,000), respectivamente. Los espectros de diferencias relativas se comparan en la Figura 4 (calculada restando
los espectros de azul de tripano de la Figura 3), demostrando claramente que el azul de tripano es mas estable en la
soluciéon de PEG. Ademas, se encontrd que en presencia de PVP se pierde una cantidad sustancial de la absorbancia
original.

Se observaron efectos similares para el azul brillante G, 0,025 % (p/v), en estas soluciones que contienen polimero. La
Figura 5 muestra los espectros de absorbancia diferencial del azul brillante G, 0,025 % (p/v), antes y después de ser
almacenado a 70 °C durante 7 dias en una solucién que contiene 4 % (p/v) de polietilenglicol (PEG, Mw=3350 ), alcohol
polivinilico (PVA, Mw=13000 - 23000) y 4 % (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP, Mw=10000). Parece que PEG es un
excelente solvente para el azul brillante G. Se observa un resultado similar para PVP, mientras que el azul brillante G es
mucho menos estable en presencia de PVA.
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Reivindicaciones

1.

10.

Una composicion de tincion para usar en un método de cirugia ocular, el método comprende tefiir un tejido ocular
o parte de un tejido ocular, en donde la composicion de tincion comprende un colorante vital y un compuesto que
aumenta la densidad y la viscosidad seleccionado del grupo que consiste en polimeros solubles en agua, en
donde el polimero soluble en agua es polietilenglicol y en donde el colorante se selecciona del grupo que
consiste en azul de metileno, azul brillante G, azul brillante R, azul patente V, Chicago azul cielo 6B, azul de
tripano, rojo de tripano, azul de cresilo brillante, verde de indocianina y un compuesto que tiene la férmula

R R4

R;—N=N N=N—R,

en donde R; y Rz son los mismos o diferentes grupos arilo, y en donde Rs; y Rs se seleccionan
independientemente de hidrogeno, metilo, etilo, metoxi, amino, hidroxilo y sulfonato.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto que aumenta la
densidad tiene un peso molecular de 50-500 000 g/mol, preferentemente 300-100 000 g/mol, con mayor
preferencia 600-40 000 g/mol.

Una composicién de tinciéon para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el
colorante comprende un primer y un segundo colorante, donde el primer colorante es azul de tripano o Chicago
azul cielo 6B y el segundo colorante se selecciona del grupo que consiste en azul brillante G, verde claro SF
amarillento, rojo fenol, rojo de clorofenol B-D-galactopiranésido, rosa de bengala, floxina B y safranina T, y en
donde el segundo colorante es preferentemente azul brillante G.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la relacion en peso del primer
colorante al segundo colorante en el colorante de la composicidn de tincion esta preferentemente entre 1:1 y
100:1, con mayor preferencia entre 2:1 y 25:1, alin con mayor preferencia entre 4:1y 15:1.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende ademas una sal, en donde la sal se selecciona preferentemente del grupo que consiste en cloruro de
sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio o una combinacién de los mismos.

Una composicién de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
composicion de tincion es una solucidbn acuosa, una dispersion coloidal o una solucidn viscosa o
viscoelastomérica, en donde la concentracién del compuesto que aumenta la densidad en la composicion de
tincion es 2 - 10 % en peso, con mayor preferencia 3 - 6 % en peso.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene una
densiglad a 298 K de mas de 1003 y menos de 1040 kg-m’s, con mayor preferencia una densidad de 1004 a 1026
kg-m™.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene una
viscosidad de al menos 2,0 mPa.s, preferentemente al menos 2,2 mPa.s, con mayor preferencia al menos 2,5
mPa.s, como se determina mediante el uso de un reémetro.

Una composicion de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
concentracion del colorante vital en la composicion de tincion es de 0,001-2 % en peso, preferentemente de 0,01-
1 % en peso, con mayor preferencia de 0,1-0,5 % en peso.

Una composicién de tincion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la

cirugia ocular es cirugia vitreoretinal, extraccion de cataratas, cirugia de glaucoma, eliminacion de membrana de
retina o capsulorrexis.
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