Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(2):209-218

ARTICULO ORIGINAL

Desarrollo tecnoldégico de una solucion oftalmica
de latanoprost para el tratamiento del glaucoma

Technological development of latanoprost eye solution
for treatment of glaucoma

MSc. Ania Gonzalez Cortezén, MSc. Caridad Margarita Garcia Pefia,
MSc. Martha Gémez Carril, MSc. Alicia Lagarto Parra, Téc. Odalys Achoén
Tula, Téc.Yanet Montes de Oca Porto, Téc. Micaela Couret Trapana

Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). La Habana, Cuba.

RESUMEN

Introduccién: el latanoprost, analogo de la prostaglandina F2a, es un agonista
selectivo del receptor FP prostanoide que reduce la presién intraocular por
incremento del flujo del humor acuoso, se clasifica como un antiglaucomoso y se
indica en el tratamiento del glaucoma de angulo abierto y la hipertensién ocular.
Objetivo: se disefid una formulacion de uso oftalmico conteniendo latanoprost
como sustancia activa, a una concentracion de 500 pug/mL, que cumpla con los
indices de control de calidad para esta forma farmacéutica y proporcione el efecto
terapéutico deseado.

Métodos: se realizaron los estudios de formulacidn y se ensayaron nueve variantes
tecnoldgicas, seleccionandose la composicion y procedimiento tecnolégico mas
adecuados para su posterior escalado en la industria. Se ajusté el pH empleando la
trometamina y la isotonicidad, con manitol, segun las exigencias de una
formulacion oftalmica. Se desarrollé y validé una técnica analitica por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para estudiar la estabilidad, determinar su
fecha de vencimiento y para efectuar el control de la calidad de la formulacion.
Resultados: el desarrollo tecnoldgico, resultd satisfactorio, se obtiene una
formulacion que cumple con todas las especificaciones descritas en la técnica
desarrollada por el fabricante, para el control de la calidad del producto. Se
comprobo que la preparacion mantiene sus propiedades fisicas, quimicas y
microbioldgicas inalterables por un periodo de 24 meses, almacenada a una
temperatura controlada entre 2 y 8 °C y protegido de la luz. El escalado a nivel
piloto no revel6 problemas tecnoldgicos y resultd no irritante, segln el criterio
establecido por la Unidn Europea para la irritabilidad oftalmica.
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Conclusiones: se obtuvo una formulacién de colirio de latanoprost, util en el
tratamiento del glaucoma, con todas las especificaciones de calidad para este tipo
de forma farmacéutica, con lo que pudiera aumentarse el arsenal terapéutico de
Cuba.
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ABSTRACT

Introduction: latanoprost, F2a prostaglandine analogue, is a selective FP receptor
Prostanoide agonist that reduces the intraocular pressure due to increase of
aqueous humor; it is classified as an anti-glaucoma drug and indicated for the
treatment of open angle glaucoma and eye hypertension.

Objective: aformula for ophthalmic uses was designed, which contains latanoprost
as active ingredient at concentration of 500 pg/mL and complies with the quality
control indexes for this pharmaceutical form and provides the desired therapeutic
effect.

Methods: the formulation studies were conducted and nine technological variants
were tested; the most adequate composicion and technological procedure was
selected for further industry scaling. The pH index and isotonicity were then
adjusted using trometamin and manitol, respectively according to the demands of
the eye formulation. A high resolution liquid chromatography-based analytical
technique was developed and validated to study the stability, to determine the
expiry date and to make the quality control of the formulation.

Results: the technological development proved to satisfactory since this
formulation complies with all the specifications described in the manufacturer's
technique for the quality control of the product. It was confirmed that this
preparation keeps its physical, chemical and microbiological properties unchanged
for 24 months if stored at 2-8 °C and protected from light. Pilot scale-up did not
show either technological problem or irritating effect according to the European
Union criteria for eye irritability.

Conclusions: there was attained a latanoprost eye drop formulation for the
treatment of glaucoma, which complies with all the quality specifications for this
type of pharmaceutical form and could increase the therapeutic arsenal in Cuba.

Keywords: formulation design, stability, eye drops, latanoprost.

INTRODUCCION

Los colirios constituyen la principal forma farmacéutica destinada a la via de
administracion oftalmica. En la actualidad el desarrollo de nuevas formas de
dosificacion, permite disponer por esta via, de una amplia gama de preparados.!

El latanoprost, analogo de la prostaglandina F2a, es un agonista selectivo del
receptor FP prostanoide que reduce la presion intraocular por un incremento del
flujo del humor acuoso. Esta indicado para el tratamiento del glaucoma de angulo
abierto y la hipertension ocular, por lo que se clasifica como un antiglaucomatoso.?
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5 Se absorbe a través de la cérnea en forma de profarmaco y alli se hidroliza a la
forma acida biolégicamente activa, alcanza la circulacidn sistémica y se metaboliza
principalmente en el higado.®”

Disefar una formulacion de latanoprost al 0.005 % (500 pg/mL) para uso
oftalmico, que cumpla con los indices de control de la calidad para esta forma
farmacéutica y que proporcione el efecto terapéutico deseado constituyé el objetivo
del presente trabajo.

METODOS

DESARROLLO TECNOLOGICO

Para comprobar la concordancia con los requisitos exigidos para la sustancia
farmacéutica activa y los excipientes se analizaron segun las técnicas oficiales
correspondientes, la desarrollada por el fabricante y la descrita en la Farmacopea
35 de los Estados Unidos.®

Para el desarrollo tecnoldgico de la formulacion se empleé como sustancia activa
latanoprost, procedente de China y correspondiente al lote 070611, que fue
valorada previamente en los Laboratorios del Centro de Investigacion y Desarrollo
de Medicamentos (CIDEM), segun las especificaciones de calidad reportadas por el
fabricante. Todos los reactivos empleados fueron de calidad para analisis y los equi-
pos y cristaleria de laboratorio se encontraban debidamente certificados.

Se utilizaron para el envase frascos de polietileno de baja densidad con master
bash, de 5 mL de capacidad, fabricados in situ por la llenadora Bottel Pack, con
tapa de polietileno de alta densidad y sello de inviolabilidad, previamente
analizados para verificar que cumplian con los requisitos establecidos para su uso
farmacéutico.

Dadas las caracteristicas del principio activo, de ser un liquido aceitoso de elevada
viscosidad, practicamente insoluble, se ensayaron nueve variantes tecnoldgicas y
evaluados seis solventes, Se ajusto el pH y la isotonicidad de la formulacién segln
las exigencias de un preparado oftalmico. La isotonicidad se ajusté con manitol y
acido borico y el pH de maxima estabilidad se logré con el empleo de la
trometamina.

A la formulacién seleccionada, por sus resultados mas prometedores, una vez
envasado el producto, se le evalud la influencia de la incidencia de la luz. Con este
fin se sometieron unas muestras a la accidn directa de la luz solar y otras se
colocaron en los envases secundarios debidamente protegidos, en ambos casos
fueron analizadas recién elaboradas y transcurridos siete dias de fabricado el
medicamento.

Una vez propuesta la formulacion, con los diferentes parametros de trabajo
establecidos, se procedid a la elaboracion de tres lotes a escala piloto de 10 000 mL
de volumen total cada uno, identificados con los nimeros 9001, 9002 y 9003, para
realizar los estudios de estabilidad del producto final, definir sus condiciones de
almacenamiento mas idéneas y el tiempo de vida (til.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE LA TECNICA DE ANALISIS PARA EL CONTROL DE
LA CALIDAD Y ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL PRODUCTO TERMINADO

Se desarrollé y validé en los laboratorios del CIDEM, una técnica de analisis por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), para la cuantificacién de la
sustancia activa en el producto terminado [TECNICA No. PT09007, desarrollada en
la Unidad de Ciencia y Tecnologia de Base (UCTB), Tecnologias Complejas del
Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos CIDEM], tanto para el
control de la calidad como para los estudios de estabilidad. Se definieron las
especificaciones de calidad del medicamento, consistentes en la determinacion de
las caracteristicas organolépticas, pH, volumen de solucién por unidad, contenido
del ingrediente farmacéuticamente activo, esterilidad y contenido de cloruro de
benzalconio. La validacidn fue realizada segun la categoria I (USP-30) de
Medicamentos y la Regulacion 41 No 2007 del Centro Estatal para el Control de los
Medicamentos (CECMED), se evallan los parametros segln esta categoria de
ensayos.10

ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Se realizé a las muestras de los tres lotes en estudio el analisis fisico—quimico por
el método de vida de estante y acelerado, segun los requerimientos del CECMED
para los estudios de estabilidad. La estabilidad acelerada se realizé a temperatura
ambiente, analizandose el producto al inicio y a los 3 y 6 meses de fabricado.

El estudio por vida de estante se llevd a cabo almacenando las muestras a
temperatura de 2—8 °C, segun referencias que aparecen en la literatura
especializada de que el principio activo se afecta a temperaturas mayores y la
frecuencia de analisis fue al inicio, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses a partir de la fecha de
fabricacién del medicamento.

Paralelamente al estudio de estabilidad, se analizd el comportamiento de la
formulacion, simulando el uso del producto por parte del paciente, determinando
sus criterios de calidad a los 7, 15, 21 y 28 dias de elaborado.

A los tres lotes de prueba, recién elaborado el medicamento, a los 6, 12 y 24 meses
de comenzar el estudio, se les realizé el estudio microbioldgico y el de efectividad
de preservativos antimicrobianos.°

DETERMINACION DE LA IRRITABILIDAD OFTALMICA

Este método se basa en la determinacion del potencial irritante ocular de la
formulacion de latanoprost 0.005 % colirio.

Para el estudio se emplearon conejos de laboratorio machos, albinos, de raza
Nueva Zelanda, de masa corporal comprendida entre 1,5 y 2,0 Kg, procedentes del
Centro Nacional para la Produccidon de Animales de Laboratorio (CENPALAB), los
cuales fueron mantenidos durante el ensayo en sala de temperatura controlada de
22,0 = 2,0 °C y ciclo luz—oscuridad 12 por 12 h. La alimentacion consistié en dieta
estandar para conejos CMO 1400, proveniente del CENPALAB y agua acidulada a
libre demanda.

El ensayo se llevd a cabo segun la norma No. 405 de la Organizacién para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OECD).!!
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ESCALADO PILOTO

La formulacion y tecnologia propuestas, fueron escaladas en los Laboratorios
Farmacéuticos “Julio Trigo”, utilizando para ello una tecnologia de elaboracidén que
se adapté sin inversiones adicionales a las condiciones existentes en dicha
industria, fabricando 3 lotes con un volumen total equivalente al 10,0 % de la
capacidad instalada en la misma.

RESULTADOS

Se comprobd que todas las sustancias, asi como el material de envase utilizado en
el estudio realizado, cumplieron con los requerimientos correspondientes para
considerarlos aptos para uso farmacéutico.

En el estudio de preformulacion, se pudo comprobar que de las variantes
estudiadas, los mejores resultados se obtenian con la que se empleaba el
Cremophor RH 40 como agente solubilizante, ya que fue en la Unica que se obtuvo
criterios de calidad satisfactorios desde el punto de vista analitico, logrando que el
principio activo se disolviera completamente.

En el estudio de la influencia de la luz del producto en su envase final, se
alcanzaron los resultados que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos del estudio de influencia de la luz en el producto final

Factores Recién elaboradas Decursados 7 dias

ambientales Caracteristicas pH Valoracion % | Caracteristicas pH Valoracion %

Organolépticas |(6,5-7,5) | {(90,0-110,0} | Organolépticas | (6,5-7,5) | (90,0-110,0)
Muestras
protegidas de Ia luz Cumple 6,85 100,10 Cumple 6,86 100,05

Muestras

expuestas a la luz Cumple 6,90 99,98 Cumple 7,38 91,25

Se comprobd que con el contenido de preservo presente en la formulacién, el
mismo era capaz de proteger la formulacién de contaminacién microbioldgica.

La validacion de la técnica de analisis para la determinaciéon del principio activo,
arrojo que ésta es especifica, precisa y que cumple con los criterios de linealidad y
exactitud, por lo que pudo ser utilizada para el estudio de estabilidad del
medicamento.

Muestras de los tres lotes elaborados con la formulacidn seleccionada en el estudio
de preformulacidon, fueron sometidas a los ensayos descritos en la técnica de
analisis, incluyendo el ensayo de esterilidad. Los resultados se muestran en la
tabla 2.
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Tabla 2. Resultados iniciales de los lotes fabricados para el estudio de estabilidad

Indices

Caracteristicas
organolépticas

Identificacion

Volumen
por frasco

pH

Valoracion %

Contenido
de preservo (%)

Productos
de degradacidn

Esterilidad

2001

Cumple

Cumple

5,02 mL
6,95
100,9

96,2

Inapreciables

Cumple

LOTES
2002

Cumple

Cumple

5,01 mL
6,97
105,0

08,4

Inapreciables

Cumple

Q003

Cumple

Cumple

5,01 mL
6,95
105,2

95,6

Inapreciables

Cumple

Limites

Liquido limpido, incoloro o
ligeramente amarillento,
inodoro, ausente de
particulas extrafias en
suspension.

El tiempo de retencion de
la muestra coincide con el
tiempo de retencion de la
sustancia de referencia en
+ 5,0 %,

Mo menor de 5,0 mL

Entre 6,5 -7,0

Entre 90,0-110,0 %
90,0 - 110,0 %

Mo deben observarse picos
adicionales al del
latanoprost.

Ausencia de crecimiento
microbiano

Los estudios de estabilidad del producto se muestran en las tablas 3 y 4,
demostrando con los resultados obtenidos, que la formulacién propuesta, mantiene
todos los parametros evaluados dentro de los limites establecidos y sin variacién
apreciable entre los mismos a lo largo del tiempo de estudio, por lo que se puede
establecer 24 meses como fecha de vencimiento del producto. Similar
comportamiento se encontro en el ensayo de esterilidad y contenido de cloruro de

benzalconio.

En la tabla 5 se registra el estudio de frasco en uso con resultados satisfactorios.

Se pudo comprobar que el colirio desarrollado, resulta no irritante sobre las
estructuras oculares del conejo, de acuerdo a la evaluacién realizada a los 3 lotes

del producto.!?

http://scielo.sld.cu

214



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(2):209-218

La formulacidn y tecnologia propuestas se introdujo a nivel piloto en la Empresa
Laboratorio Farmacéutico “Julio Trigo”, con resultados satisfactorios, que
demostraron su factibilidad a esta escala.

Tabla 3. Resultados de los lotes en estudio de la estabilidad acelerada.

Lote
Q001

Lote
Q002

Lote
Q003

Ensayos

Caracteristicas
Organoclépticas
pH

Valoracion (%)
Productos

de degradacién
Caracteristicas
Organolépticas
pH

Valoracion (%)
Productos

de degradacion
Caracteristicas
Organoclépticas
pH

Valoracion (%)
Productos

de degradacién

Inicial

Cumple

6,95
100,9

Inapreciables

Cumple

6,97
105,0

Inapreciables

Cumple

6,95
105,2

Inapreciables

(25,0 £ 2,0 °C y 60 % de HR)

3 meses

Cumple

6,79
100,0

Inapreciables

Cumple

6,70
104,0

Inapreciables

Cumple

6,70
104,0

Inapreciables

& meses

Cumple

6,85
08,9

Inapreciables

Cumple

6,82
103,2

Inapreciables

Cumple

6,80
102,8

Inapreciables

http://scielo.sld.cu

215



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(2):209-218

Tabla 4. Resultados del estudio de estabilidad por vida de estante de los lotes en estudio (2-8 *C)

.. 3 [+] 9 12 18 24
Ensavos Inicial
meses meses meses meses meses meses
Caracteristicas
organolépticas Cumple Cumple Cumple | Cumple Cumple | Cumple | Cumple
| pH | 7,02 | 6,88 | 7,21 | 7,12 | 7,02 | 6,91 | 6,87
Lote 9001 | valoracién (%) | 985% | 947% | 939% | 93,2% | 92,7% | 92,5% | 92,2 %
Productos de Ina Ina Ina Ina Ina Ina Ina
degradacion P p- P p- p- R- p-
Contenido a
dep rvo (%) 97,8 % 97,8 % 95,7 %
| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple | - | Cumple
Caracteristicas
Organolépticas Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple | Cumple Cumple
| pH | 7,02 | s78 | 714 | 708 | 724 | 894 | 551
| valoracién (%) | 97,8 | 870 | 953 | 847 | 841 | 941 | 936
Lote 5002 Productos de Ina Ina Ina Ina Ina Ina Ina
degradacién P p- P p- P R- p-
Contenido
de preservo (%) 99,2 - - - 58,4 - 57,5
| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple | - | Cumple
Caracteristicas
Organolépticas Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple | Cumple Cumple
| PH | 701 | &78 | 7,11 | 709 | 727 | 68 | 686
| valoracién (%) | 98,2 | 974 | 954 | 948 | 944 | 940 | 93,8
Lote 5003 Productos Ina Ina Ina Ina Ina Ina Ina
de degradacidn P p- P p- P p- p-
Contenido
de preservo (%) 96,7 - - - 95,9 - 94,5
| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple | - | Cumple

Inap. Inapreciables

Tabla 5. Resultados del estudio de estabilidad de frasco en uso (L-2003)

| Parametros | Inicial | 7 dias | 15dias | 21dias | 28dias
Caracteristicas
Organolépticas Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
| pH | 6,97 | 6,85 | 6,87 | 6,93 | 6,84
| Valoracion (%) | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,4 | 99,1
Productos . . . . .
de Degradacién Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables
| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple
DISCUSION

En la evaluacién de la influencia de la luz, se comprobd la marcada influencia en el
tiempo en la calidad del producto, lo que evidencia la necesidad del uso del Master
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Bach para proteger la solucion de la luz y evitar reacciones del tipo fotoliticas que
degraden el producto.

La preparacién mantuvo sus propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas
inalterables, por un periodo de 24 meses, almacenada a una temperatura entre 2 y
8 °C, los resultados se sustentan en los analisis realizados, en los que se emplearon
técnicas debidamente validadas y verificadas, que proporcionan una alta
credibilidad a las conclusiones del presente trabajo.

Las condiciones establecidas para realizar el estudio de estabilidad acelerada,
mantuvo la estabilidad del producto, no se alterd su calidad y permanecieron las
caracteristicas organolépticas, pH y valoracién dentro de los limites establecidos en
las especificaciones de calidad.

Los resultados del estudio de estabilidad por vida de estante, evidencié que el
producto mantuvo los parametros que determinan su calidad en los 24 meses de
estudio, sin variaciones significativas. Se pudo observar que cada uno de los lotes
objeto de ensayo, cumplié con la prueba de esterilidad al inicio y al trascurrir el
tiempo, asi como con la efectividad del preservativo antimicrobiano, con una total
concordancia con la determinacién de su contenido (cloruro de benzalconio) en la
formulacion.

El medicamento se mantiene estable, almacenado a temperatura de 2-8 °C,
demostrado durante el estudio de frasco en uso, donde todos los pardametros
evaluados permanecieron dentro de los limites establecidos para el producto
terminado, garantizando que llegue al paciente un producto con la calidad
requerida.

En el estudio de irritabilidad oftadlmica, se observa que el Indice de Irritacion Ocular
obtenido para el producto en ensayo, se corresponde con una clasificacidon de no
irritante. El producto produjo cambios muy leves en cornea que desaparecieron
antes de las 48 h, lo cual avala el empleo seguro de la formulacién sobre las
estructuras oculares.

Se puede afirmar que se obtuvo una formulacién de colirio de latanoprost, Uutil en el
tratamiento del glaucoma, con todas las especificaciones de calidad para este tipo
de forma farmacéutica, con lo que pudiera aumentarse el arsenal terapéutico de
Cuba.
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