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RESUMEN

Objetivo: desarrollar una solucién oftalmica de dorzolamida 2 % més timolol 0,5 %
que cumpla con todos los requerimientos de calidad para proporcionar el efecto
terapéutico deseado sin efectos adversos al paciente.

Métodos: se prepararon tres ensayos preliminares en los que se utilizaron
clorhidrato de dorzolamida y maleato de timolol, una soluciéon tampén que consisti6
en acido citrico monohidratado/citrato trisédico dihidratado, cuyo pH estuviese en el
rango de 5y 6, cloruro de benzalconio, y HPMC F4AM (hidroxipropilmetilcelulosa) al
10 %. Se usaron estos componentes en sustitucion de los recomendados en la
literatura. Se estudio la estabilidad quimica y fisica de la formulacién durante 3 meses
en cuanto a las caracteristicas organolépticas, concentracion del ingrediente activo,
el pH, asi como las propiedades fluidimétricas, irritabilidad oftalmica y efectividad
del preservo. Con la formulacién de estudio se desarroll6 y se valido la técnica
analitica en el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos. Se determind
la linealidad, precision, especificidad y exactitud de método. Se elaboraron tres
lotes pilotos de 5 L cada uno. Se utiliz6 como material de envase frascos plasticos
de polietileno de baja densidad con Master Batch de 5 mL de capacidad.
Resultados: los ingredientes activos, clorhidrato de dorzolamida y maleato de
timolol, y los excipientes de calidad farmacéutica y el material de envase utilizado
cumplieron con las especificaciones de calidad informados en la USP 33. Los andlisis
fisicoquimicos realizados a los tres lotes del escalado piloto e industrial cumplieron
con las especificaciones de calidad de la técnica analitica desarrollada por el
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Departamento de Estabilidad del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos y con los andlisis microbiolégicos informados en la USP 33.
Conclusiones: los resultados obtenidos permiten la introduccién industrial y
sustituir la importacion del referido medicamento.

Palabras clave: dorzolamida, timolol, estabilidad, reologia.

ABSTRACT

Objective: to develop a 2 % dorzolamide plus 0.5 % timolol eye drop solution with
all the quality requirements to provide adequate therapeutic effect without adverse
reactions for the patients.

Methods: three preliminary trials were prepared with dorzolamide chlorhydrate
and timolol maleate, a buffer solution based on monohydrated citric
acid/dehydrated trisodic citrate with pH range 5-6, benzalkonium chloride and 10 %
HPMC F4M (hydroxypropilmetylcellulose). These components replaced those
recommended in the literature review. The chemical and physical stability of this
formulation was studied for three months in terms of organoleptic characteristics,
active ingredient concentration, pH, fluidmetric properties, eye irritability and
effectiveness of preserver. The study formulation allowed developing and validating
the analytical technique of the Center for the Drug Research and Development.
Linearity, precision, specificity and accuracy of the method were determined. Three
5 L pilot batches were prepared. Master Batch 5 mL low-density polyethylene
plastic bottles were used for packing.

Results: active ingredients, dorzolamide chlorhydrate and timolol maleate, the
pharmaceutical quality excipients and the packing material met the quality
specifications according to USP 33. The physical and chemical analysis of the three
batches at pilot and industrial scales met the quality specifications of the analytical
technique devised by the Department of Stability of the Center for Drug Research
and Development and the microbiological analysis reported in USP 33.
Conclusions: the achieved results allowed introducing the formulation at industrial
scale and replacing the imported drug.

Key words: dorzolamide, timolol, stability, rheology.

INTRODUCCION

El clorhidrato de dorzolamida es un inhibidor potente de la anhidrasa carbodnica 11
humana. La inhibicién de la anhidrasa carbdnica en los procesos ciliares del ojo
disminuye la secrecidon de humor acuoso, presumiblemente al enlentecer la
formacién de iones bicarbonato con la subsecuente reduccién de sodio y liquidos.*2

El maleato de timolol es un bloqueante no selectivo de los receptores beta
adrenérgicos que no tiene actividad simpaticomimética intrinseca, depresora
miocéardica directa no anestésica local (estabilizadora de membrana) significativa
(Cosopt. Ficha técnica de registro sanitario en FDA). El efecto combinado de estos
dos agentes resulta en una reduccién adicional de la presién intraocular, en
comparacion a cualquiera de los componentes administrados en forma individual.®
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Luego de la administracion topica, la dorzolamida y el timolol reducen la presion
intraocular elevada, esté o no asociada con glaucoma. La presion intraocular
elevada es un factor de riesgo fundamental en la patogenia del dafio al nervio
Optico y en la pérdida del campo visual glaucomatoso.* Cuanto mas alto es el nivel
de presion intraocular, mayor sera la probabilidad de pérdida del campo visual
glaucomatoso y dafio al nervio 6ptico. La dorzolamida y el timolol reducen la
presion intraocular sin los efectos colaterales comunes de los midticos, tales como
ceguera nocturna, espasmo de acomodacion y constriccion pupilar.®

En el mercado internacional se encuentra el Cosopt® sol. de la Merck Sharp & Dhome,
de principios activos similares a los que se utilizan en el presente trabajo, pero no
asi en algunos de los excipientes, ademéas este medicamento se importaba a los
centros oftalmoldgicos del pais para su uso en pacientes aquejados de presion
intraocular elevada. Por tanto, el objetivo es desarrollar una solucién oftalmica de
dorzolamida 2 % mas timolol 0,5 % que cumpla con todos los requerimientos de
calidad para proporcionar el efecto terapéutico deseado sin efectos adversos al
paciente y asi sustituir importaciones.

Por consiguiente, se propuso comprobar la calidad farmacéutica de los ingredientes
activos y de las sustancias auxiliares que se utilizarian en la formulacion. De ahi
realizar los ensayos de preformulacién necesarios para la posterior seleccion de la
formulacién mas prometedora, asi como la seleccion del envase adecuado;
caracterizar la formulacién reolégicamente; realizar los estudios de efectividad de
preservos y desarrollar un método analitico para los estudios de estabilidad de la
dorzolamida y el timolol en el producto terminado por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR) e introducir el medicamento a nivel industrial.

METODOS

Se realiz6 el analisis del clorhidrato de dorzolamida, lote 00299/C062, Espafa, y
maleato de timolol, lote 20071408P, India segin la USP 33,6 asi como de los
excipientes que intervienen en la formulacion.

Se prepararon tres ensayos preliminares utilizando los ingredientes activos, una
soluciéon tampdon que consistid en acido citrico monohidratado/citrato trisédico
dihidratado cuyo pH estuviese en el rango de 5 a 6, cloruro de benzalconio y HPMC
FAM (hidroxipropilmetilcelulosa). Se usaron estos componentes en sustitucion de
los recomendados en el PDR, 2007.

Se utilizé la HPMC F4M al 0,1 %7 en el estudio de la estabilidad quimica y fisica de
la formulacion durante 3 meses en cuanto a caracteristicas organolépticas,
concentracion del principio activo, pH, asi como propiedades fluidimétricas,
irritabilidad oftalmica y efectividad del preservo. Se seleccion6 la formulacion del
estudio, se desarrollé y se valido la técnica analitica en el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), determinandose la linealidad, precision,
especificidad y exactitud de método.
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Para el estudio reolégico se emplearon equipos de la firma Haake; entre estos, un
redmetro, modelo RV 20, acoplado a un ordenador mediante un equipo
Rheocontroller, modelo RC 20, utilizado como interfase y un ultratermostato,
modelo F3, para controlar la temperatura de los ensayos. La corridas se realizaron
en un intervalo de gradientes de velocidad comprendido entre 0 y 600 s, en un
tiempo de 2 min igual para la curva ascendente como para la descendente, con una
programacion de 100 puntos de medicion para cada una, utilizando el sistema M5 y
el sensor de cilindros concéntricos NV estandar, a una temperatura controlada de
25 + 0,1 ©C, con el auxilio del programa Rot 2.3, también de la firma Haake
(Instruction Manual. Software Rotation. Version 2.3. Haake Mess-Technik GmbH.
Co. Dieselstr. 4. D-7500 Karlsruhe 41. Germany).

La efectividad antimicrobiana fue estudiada utilizando los ensayos generales de la
USP 327 y los microorganismos estandar como: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C.
albicans y A. niger, a concentraciones de 500 000 a 1 000 000 de m.o./mL. Estos
se analizaron inmediatamente después de contaminado el medicamento, y a los 7,
14, 21 y 28 dias, se fueron observando los resultados obtenidos.

Se determind la irritabilidad oftalmica en los tres lotes utilizando conejos albinos de
Nueva Zelanda machos de 1,8 a 2,0 kg de peso corporal procedentes del Centro
Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), los cuales fueron
mantenidos durante el ensayo en la sala con temperatura controlada de 2 £ 2 °Cy
ciclo de luz-oscuridad 12/12 h. La alimentacion consistio en dieta estandar para
conejos CMO 1400 proveniente del CENPALAB y agua acidulada a libre demanda. El
ensayo se realizé segun la norma No. 405 de la OECD.® Se le instilaron 0,1 mL de la
sustancia en el ojo derecho de los animales. El ojo izquierdo fue tomado como
control, ambos ojos fueron examinados a la 1, 24, 48 y 72 h de la aplicacion inicial.

Con la formulacién disefiada se elaboraron tres lotes pilotos (09002, 09003 y 09004)
de 5 L cada uno en la Empresa Laboratorio Farmacéutico "Julio Trigo". El material
de envase utilizado fue producido in situ durante la elaboraciéon del medicamento y
también respondid a las especificaciones de calidad para los frascos plasticos de
polietileno de baja densidad con Master Batch y de 5 mL de capacidad, utilizando
para su conformacioén y llenado la maquina Bottle Pack.

El estudio de estabilidad se realizé por el método acelerado y por vida de estante.
Las condiciones utilizadas en el método acelerado fueron 40 = 2 ©C, 75 % de Hr; se
valoraron las muestras al inicio, 1, 2, 3 y 6 meses. En el estudio de estabilidad por
vida de estante, las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente (30 + 2 °C),
protegidas de la luz y se valoraron al inicio, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ingredientes activos de clorhidrato de dorzolamida y maleato de timolol, y los
excipientes de calidad farmacéutica utilizados en la formulacion cumplieron con las
especificaciones de calidad en cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas de la USP 33,
por lo que es posible utilizarlos en la formulacién del colirio, cuyos parametros de
calidad fueron comprobados por la técnica de analisis desarrollada en el CIDEM
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para la determinacion del principio activo, la cual mostré que es especifica y precisa
al cumplir con los criterios de linealidad y exactitud.

El medicamento desarrollado utilizando HPMC F4M? y &cido citrico monohidratado/citrato
trisédico dihidratado para uso farmacéutico, cumplié con los requerimientos de
calidad en los 3 lotes pilotos al inicio y transcurridos los 24 meses de estudios,
almacenado en el envase propuesto certificado para su uso por el CIDEM.

El uso de frascos plasticos de polietileno de baja densidad con Master Batch de 5 mL
de capacidad, producidos in situ por una llenadora Bottle Pack, permiti6 mantener
estable al medicamento durante los estudios de estabilidad por 6 meses realizados
a las muestras a temperatura de 40 &+ 2 ©C, 75 % de humedad relativa y 24 meses

a temperatura de 30 + 2 ©C (tablas 1 y 2), lo que muestra que las formulaciones
responden a las caracteristicas organolépticas.

La concentracion de los ingredientes activos se encuentré entre los limites
establecidos (90,0-110,0 %) y no se observaron productos de degradacion en el
tiempo de estudio; el pH se mantuvo en el rango de 5,0-6,0 dado por la buena
capacidad del sistema tampoén utilizado. Esto demuestra que la formulaciéon de
clorhidrato de dorzolamida 2 % mas maleato de timolol 0,5 % es estable en las

condiciones estudiadas.

Tabla 1. Estudio de estabilidad acelerada a la temperatura de 40 + 2 9C,
75 % de humedad relativa

Ensayos realizados Inicial 1 mes 2 meses 3 meses & meseas
Lote 09002
Descripcion Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
pH 5,40 5,42 5,42 3,50 5,55
Dorzolamida 98,15 % 98,00 % 97,98 % 97,98 % 97,84 %
Valoracion -
Timolol 100,41 % | 100,40 % | 100,38 % 98,89 % 97,71 %
Producto de degradacién Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
Sustancias relacionadas Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
Lote 09003
Descripcion Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
pH 5,50 5,50 5,53 5,54 5,55
Dorzolamida 98,65 % 97,16 % 97,14 % 97,01 % 97,00 %
Valoracion .
Timolol 100,82 % | 100,62 % | 100,43 % | 100,38 % | 100,20 %
Producto de degradacion Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
Sustancias relacionadas Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
Lote 09004
Descripcion Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
pH 5,48 5,48 5,49 5,50 3,51
Dorzolamida 97,15 % 96,62 % 96,53 % 95,98 % 95,69 %
Valoracion -
Timolol 102,08 % 102,08 % | 102,05 % | 101,99 % 101,00 %
Producto de degradacidn Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
Sustancias relacionadas Responde | Responde | Responde | Responde | Responde
9
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Ensayos realizados

Descripcion

pH

Valora Dorzolamida
clon Timolol

Contenido de preservo

Esterilidad

Producto de
degradacidn

Sustancias
relacionadas

Descripcion
pH
Valora Dorzolamida

clon Timolol

Contenido de preservo

Esterilidad

Producto de
degradacion

Sustancias
relacionadas

Descripcion
pH
Valora Dorzolamida

cion Timolol

Contenido de preservo

Esterilidad

Producto de
degradacion

Sustancias
relacionadas

Tabla 2. Estudio de estabilidad por vida de estante (30 x 2 2C)

Inicial
(01/08)

Responde
5,40
98,15 %
100,41 %

99,0 %%
0,074 mg/mL

Responde

Responde

Responde

Responde
5,50
98,65 %
100,83 %

97,0 %
0,072 mg/mL

Responde

Responde

Responde

Responde
5,38
98,37 %
102,08 %

98,0 %
0,074 mg,/mL

Responde

Responde

Responde

3 mes
(0z/08)

Responde
5,53
97,50 %
100,35 %

Responde

Responde

Responde
5,52
98,01 %
100,62 %

Responde

Responde

Responde
541
97,72 %
101,89 %

Responde

Responde

6 meses
(03/08)
Lote 09002
Responde
5,56
97,42 %
100,01 %

Responde

Responde

Lote 00003
Responde
5,55
97,65 %
100,80 %

Responde

Responde

Lote 00004
Responde
5,61
97,45 %
101,16%

Responde

Responde

9 meses
(10/08)

Responde
5,62
96,74 %
99,64 %

Responde

Responde

Responde
5,59
97,44 %
98,35 %

Responde

Responde

Responde
5,62
97,30 %
101,1 %

Responde

Responde

12 meses
(12710}

Responde
5,60
96,50 %
98,89 %

Responde

Responde

Responde
5,62
97,00 %
98,09 %

Responde

Responde

Responde
5,60
97,02 %
99,89 %

Responde

Responde

18 meses
(04/09)

Responde
5,65
96,01 %
98,56 %

Responde

Responde

Responde
5,64
96,32 %
97,10 %

Responde

Responde

Responde
5,604
96,95 %
99,09 %

Responde

Responde

Los estudios de efectividad del preservo demuestran que el producto se comporta
favorablemente ante la prueba de efectividad del agente antimicrobiano utilizado.

Las muestras se contaminaron en la primera siembra en la que germinaron algunos
microorganismos, pero al cabo de los 7 dias no hubo germinacién de ninguno de los

microorganismos contaminantes e igualmente ocurrié a los 28 dias del estudio

(tabla 3); por lo que queda demostrado que la concentracion del preservo utilizada

en la formulacién es adecuada para evitar crecimiento microbiano durante la
preparacion tecnolégica del farmaco y en el periodo de almacenamiento, lo cual

indica la eficacia de la concentracion del preservo.
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24 meses
(10/09)

Responde
5,67
95,06 %
97,01 %

98,5 %
0,074 mg/mL

Responde

Responde

Responde

Responde
5,68
95,25 %
96,52 %

98,4 %
0,074 mg/mL

Responde

Responde

Responde
5,68
94,32 %
97,89 %

98,5 %
0,074 mg/mL

Responde

Responde
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Tabla 3. Efectividad de los preservativos antimicrobianos

Tiempo de Germinacién (UFC/mL)
siembras (dias) g5 aureus [ P. aeruginosa | E. coli. | C. albicans | A. niger
0 500 000-1 000 000
7 0 o 0 o o
14 0 0 0 0 0
21 0 o 0 0 o
28 0 0 0 0 0

Buena accion de los preservativos antimicrobianos para los m.o. probados,
por lo que no hay microorganismos viables,|

Después de la aplicacion de la sustancia de prueba no se observaron lesiones en iris
y conjuntiva en ninguno de los animales ensayados. Estas se observaron a la luz
blanca para detectar presencia de eritema, edema y secreciones anormales,
ademas de la reaccion del iris a la luz, seguido del examen de la cérnea por la
tincion con fluoresceina y ante la luz de [ampara UV. Las lesiones de cérnea se
mantuvieron hasta las 24 h en tres animales, pero ya a las 48 h se mantuvo en un
animal y no se observaron a las 72 h de iniciado el estudio (tabla 4).

Tabla 4. Ensayo de irritacidn ocular

?ﬁg:g; Descri;:;trjr:wea No. 1o Clasificacion Limite
1 Lesion grado 1 2
14 Lesidn grado 1 3 2,5 Mo irritante Menor de 10
48 Lesidn grado 1 1

IIC: indice de irmtabilidad ocular,

Cabe destacar que dichas lesiones solamente involucraron un area muy pequefia de
la cornea, las que resultaron poco significativas. El indice de irritacion ocular fue de
2,5 lo cual se corresponde con la clasificacion de no irritante. Estos resultados
avalan el empleo de la formulacion de dorzolamida 2 % més timolol 0,5 % sobre
las estructuras oculares.

En la figura se presentan las curvas fluidimétricas practicamente superpuestas en
los tres lotes, las cuales caracterizan a la solucién como un producto newtoniano,
con una fluidez de 1,8 mPa.S a temperatura ambiente.

Se puede decir que mediante los estudios realizados se desarroll6 un medicamento
en forma de colirio que permite su introduccidn a nivel industrial y comercializacion
en el sistema de salud cubano para el tratamiento de diferentes afecciones
oculares.
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Fig. Curva fluidiméetrica.
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