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RESUMEN

Los colirios de ciclosporina existentes en la practica farmacéutica
presentan deficiencias que hacen que su calidad y seguridad no sea
aceptable, maxime cuando se emplea como fuente de materia prima
un medicamento comercializado. En el presente trabajo se define
la fuente de principio activo, los excipientes empleados, los métodos
de elaboraciéon de las formulaciones y su evaluacién que incluye su
solubilizacién, fabricacién y estabilidad fisica, asi como la tolerancia
de los vehiculos en voluntarios sanos. Se han elaborado formulacio-
nes acuosas y oleosas de colirios de ciclosporina al 2 por 100 con
vehiculos como miristato de isopropilo, macrogolglicéridos de oleilo,
triglicéridos de cadena media, aceite de oliva y suero fisiol6gico. La
féormula de ciclosporina y miristato de isopropilo resulta la mas ade-
cuada por lo que se propone al Formulario Nacional espanol.

Palabras clave: Solubilizacion; Vehiculos; Formulario Nacional;
Calidad; Seguridad.

911



ELENA PEREz HERNANDO Y Luts A. DEL Rio ALvAREZ AN. R. Acap. Nac. Farwm.
ABSTRACT

Formulation of cyclosporine 2% eyedrops solutions
for clinical practice

The cyclosporine eyedrops in the current pharmaceutical practice
display deficiencies that cause their quality and safety not acceptable,
especially when a commercialized made up drug is used like source
of raw material. In the present investigation, the source of active
principle is defined, the ingredients, the methods of making-up
of the formulations and their evaluation that includes solving,
manufacturing and physical stability as well as the tolerance of the
vehicles in healthy volunteers. Aqueous and oily formulations
cyclosporine 2% eyedrops have been manufactured using vehicles
like isopropyl myristate, oleoyl macrogolglycerides, medium chain
triglycerides, olive oil and saline solution. Cyclosporine and isopropyl
myristate formula is the most suitable and it is proposed to be
included into the Spanish National Formulary.

Key words: Solubilisation; Pharmaceutical vehicles; National
Formulary; Quality; Safety.

1. INTRODUCCION

Ciertas patologias oculares son tratadas por via sistémica al no
existir medicamentos comercializados para administracién local.
Esto hace que, al ser la mucosa oftdlmica una zona poco vasculari-
zada, se requieran dosis elevadas de farmaco lo que lleva asociado,
necesariamente, problemas de toxicidad y apariciéon de efectos se-
cundarios. Uno de estos casos es la prevencién del rechazo en el
trasplante de cérnea (1). Dicho trasplante es uno de los mas exitosos
pero, a pesar de que se realizan mas de dos mil trasplantes de este
tipo cada afio en Espafa (2), se trata de uno de los menos estudia-
dos (3). Existe la creencia de que en este tipo de trasplantes no exis-
ten rechazos por ser la cérnea una zona inmunoprivilegiada, pero
la realidad es distinta, ya que en el 10 por 100 de los casos se pro-
ducen rechazos agudos y en el 25 por 100, las cérneas trasplantadas
son rechazadas en un periodo de 4-5 anos (4) debido a la inflama-
cién producida tras la intervencién quirdargica (5).
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La ciclosporina es un péptido aislado de un hongo por Thiele
en 1969 (6) y en donde se estudiaron sin resultados sus propiedades
antiftingicas, no sucediendo asi con sus propiedades inmunosupre-
soras no citotéxicas. El uso de ciclosporina por via oral se propuso
en oftalmologia a dosis bajas y por periodos de tiempo limitados a
causa del riesgo de efectos secundarios sistémicos (7). Acheampong
et al. (8) estudiaron su distribucién tisular encontrando concentra-
ciones maximas en la conjuntiva y menores en el humor acuoso y en
el suero por lo que Chast et al. (9) ensayaron en animales un colirio
de ciclosporina al 2 por 100 a partir de la solucién oral disponible
en el comercio (Sandimum® Neoral® Novartis) a un régimen diario
de seis gotas, con escasa absorcién sistémica, y Behrens-Bauman et
al. describieron irritaciéon local en conejos si se emplea etanol como
vehiculo (10). En el hombre, los estudios realizados (11) con la so-
lucién oral de Sandimmun® demuestran epiteliopatia y sensacién de
quemadura ocular (12).

Estas formulaciones, al no existir como medicamentos de fabri-
cacién industrial, son elaboradas por farmacéuticos en oficina de
farmacia u hospital como formulacién magistral. En distintas pu-
blicaciones y formularios aparecen descritos colirios de ciclosporina
para este fin que presentan diferente composicién y una metodolo-
gia no unificada. Aunque la legislacién espanola (13) no prohibe el
empleo de las especialidades para la elaboracién de formulaciones,
tampoco lo permite abiertamente, por lo que se trata de un vacio
legal. El empleo de la especialidad farmacéutica lleva asociados otros
problemas como son los de una inadecuada esterilizacién, una me-
nor precisiéon en la dosis de principio de activo empleado, mayor
coste de la formulaciéon (que establecemos en cuatro veces) y una
menor seguridad y calidad en la férmula, debido a los excipientes
que se incluyen.

Dichas formulaciones deben estar respaldadas por los denomina-
dos formularios nacionales. En Espana, el Formulario Nacional y su
revision (14) no llegan al centenar de preparaciones entre férmulas
magistrales tipificadas y preparados oficinales. Este niimero es supe-
rado ampliamente por cualquiera de los formularios que se encuen-
tran actualmente en circulacién como el del Hospital Son Dureta de
Palma de Mallorca (15). A nivel cualitativo, la mayoria de los prepa-
rados expuestos, son de utilidad terapéutica baja o estan cubiertos
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por especialidades existentes en el mercado. Se debe hacer mencién,
también, a las monografias de principios activos que incluyen mate-
rias primas obsoletas cuya utilidad es cuanto menos dudosa. En el
apartado de excipientes apenas se describen excipientes simples y
los excipientes compuestos descritos no aportan novedades a la prac-
tica farmacéutica.

Por estos motivos, en la presente investigacién se han trazado
como objetivos:

— Estudiar las formulaciones de ciclosporina existentes para la
via ocular.

— Proponer una alternativa de mejora desarrollando métodos de
estudio sobre solubilidad, estabilidad y tolerancia.

— Proponer la inclusién de la férmula desarrollada como fér-
mula magistral tipificada en el Formulario Nacional.

2. MATERIALES Y METODOS

Como ingredientes de uso farmacéutico se han elegido Miristato
de isopropilo (Panreac Quimica SAU, Barcelona, Espafa), Aceite
de oliva (Fagron Ibérica SAU, Barcelona, Espafia), Ricinoleato de
macrogolglicerol (Cremophor® EL, BASF, Alemania), Triglicéridos
de cadena media (Fagron Ibérica SAU, Barcelona, Espana), Macro-
golglicéridos de oleilo (Labrafil® M 1944 CS, Gattefossé, Barcelona,
Espania), Aceite de ricino (Acofarma, S. A., Barcelona, Espaiia), Pro-
pilenglicol (Panreac Quimica SAU, Barcelona, Espafia), Cloruro de
benzalconio (Fagron Ibérica SAU, Barcelona, Espana), Lagrimas
artificiales a base de alcohol polivinilico (Liquifilm® Allergan, Espa-
fia) y Suero fisiolégico (Salinet® Grifols, Espana).

Como fuentes de materia prima, Ciclosporina (Fagron Ibérica
SAU, Barcelona, Espafia), Sandimmun® inyectable 50 mg/mL (que
contiene como solventes Etanol y Ricinoleato de macrogolglicerol
y como antioxidante Nitrégeno), Sandimmun® Neoral® 100 mg/mL
solucién oral y Sandimmun® Neoral® 100 mg capsulas (ambos con-
tienen como solventes Etanol absoluto, Propilenglicol, Aceite de ri-
cino polioxilo-40-hidrogenado y Mono-di-triglicéridos de aceite de
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maiz y como antioxidante DL-o-tocoferol). La solucién oral presenta
un periodo de validez de tres afos y por debajo de 20° C tienden a
solidificar los componentes oleosos que posee de origen natural de
forma reversible (16).

La ciclosporina (Figura 1) es un compuesto rico en aminoaci-
dos hidrofébicos insoluble en agua, pero muy soluble en etanol (17)
con un LogP de 4.1 (18). Para estudiar su solubilidad en solventes
de interés farmacéutico se empleé el método gravimétrico (19), que
consiste en pesar una cantidad conocida de la materia prima y afia-
dir progresivamente un volumen pequeno del solvente objeto de
estudio hasta que se consiga la disolucién por desaparicién de la
turbidez originada.

CHa
= Ala = p-Ala-= MeLeu~ MeLeu- MeVal-N HH CHa
L o
MelLeu = Val = MeLeu =MeGly = Abu—{ -\ ]
W H OH o
CH;

Figura 1. Estructura quimica de ciclosporina.

Para el envasado de las formulaciones se eligieron envases estéri-
les (Envases Sirep, Tarragona, Espafia) que constan de frasco y gote-
ro de polietileno de baja densidad y tapén (con cierre de seguridad)
de polietileno de alta densidad y viales transparentes clase I (Auxla-
per, S. A, Barcelona, Espafia), previamente esterilizados en autoclave
(P-Selecta, Barcelona, Espana) durante 20 minutos a 121° C. Para la
esterilizacién de las férmulas se emple6 filtraciéon en entorno aséptico
de campana de flujo laminar (NuAire II A/B3, Plymouth, USA) con
filtros de nylon de 0,22 um estériles (Millipore Co, EEUU).

Las formulaciones que emplean como fuente de ciclosporina a
especialidades farmacéuticas se muestran en la Tabla 1. La metodo-
logia es la de los propios autores.

Los colirios formulados con ciclosporina materia prima, tanto
oleosos como acuosos propuestos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 1. Composiciéon (metodologia) de las férmulas a base
de medicamentos industriales

Medicamentos Solventes (csp 100 mL)
(dosis equivalente
a ciclosporina 2 g) Férmula A Férmula B Férmula C

Sandimmun® Aceite de
Neoral® 100 mg/m oliva (20)

Sandimmun® Aceite de
inyectable 50 mg/mL maiz (21)

Sandimmun® Neoral® Lagrimas
capsulas 100 mg artificiales (22)

Tabla 2. Composicion de los colirios de ciclosporina

Materias primas Formulaciones % (p/v)
D E F G H I

Ciclosporina A Ph. Eur. 2 2 2 2 2 2
Ricinoleato de macrogolglicerol 40 — — — — —
Cloruro benzalconio 0,01 — — — — —
Miristato de isopropilo — csp 100 — — — —
Aceite de ricino — — —  csp 100 — —
Triglicéridos de cadena media — — — c¢sp 100 — —
Macrogolglicéridos de oleilo — — — — csp 100 —
Aceite de oliva — — — — — csp 100

Suero fisiolégico csp 100 — — — — -

La elaboracion de las férmulas ha consistido en pesar la cantidad
de ciclosporina determinada junto con el solvente determinado y di-
solver el principio activo mediante agitacion magnética. En el caso del
empleo de cloruro de benzalconio, se prepara previamente una solu-
cién al 0,01% (23) en suero fisiol6gico y se homogeneiza mediante
agitacion magnética. Cuando la mezcla es homogénea, se filtra la so-
lucién en campana de flujo laminar sobre un gotero estéril emplean-
do un filtro de Nylon de 0,22 um estéril acoplado a una jeringa estéril
de 10 mL. Se cierra el envase y etiqueta correctamente.
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Se evalua el aspecto, para lo que se observa si el preparado cum-
ple con el ensayo de limpidez descrito en la Real Farmacopea Espa-
fiola (24) y se envejecen las féormulas en camara climéatica (Votsch
VC 0057, Votsch Industrietechnik, Alemania) en condiciones acele-
radas reconocidas (40° C/75% HR) durante cuatro semanas.

Para la evaluacién de la tolerancia de los vehiculos, el estudio se
llevé a cabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki y las genera-
les directrices de la legislacion espafiola. Al entrar en el estudio, los
individuos firmaron un consentimiento informado por escrito. Para
su inclusién o exclusién, los voluntarios del estudio se reclutaron en
nuestra Seccién de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica previo anun-
cio. Eran de ambos sexos y su edad se situaba entre veinticinco y cin-
cuenta y cinco afos. No presentaban tratamiento farmacéutico oftal-
mico relacionado alguno. El campo visual no se tuvo en cuenta para
su inclusioén. Se excluyé a los sujetos con patologia asociada, alergia
conocida a las sustancias a ensayar, tratamiento que pudiese afectar a
la vision o pérdida significativa de transparencia del cristalino, sinto-
mas oculares de picor, sequedad, sensaciéon de arenilla, sensibilidad
al humo, aire acondicionado o piscinas y molestias al levantarse por
las mananas.

Se les administré a diez voluntarios sanos, una gota de cada uno
de los vehiculos en uno de los ojos dejando el otro como control. A
continuacion, se les hacia completar un cuestionario en el que se
valoraban en una escala de 1 a 5 (1 como valor minimo y 5 como
maximo) los parametros de la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de tolerancia de los vehiculos

1. Visién borrosa. Se crea una pelicula en el ojo que impide o dismi-
nuye la visién normal.

2. Aparicién de picor o quemazon.

3. Se estimula, en exceso, parpadeo o lacrimeo.

4. Duracién de los sintomas anteriores: menos de un minuto, entre
dos y tres minutos, entre tres y cuatro, entre cuatro y cinco y mas
de cinco minutos, respectivamente.

5. Grado de intolerancia general.

Los resultados obtenidos de esta evaluacién se han sometido a
tratamiento estadistico mediante ANOVA bidireccional en forma de
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suma de cuadrados Tipo III para discriminar entre cada media con
el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fis-
her para una P < 0,05.

3. RESULTADOS

Los resultados de solubilidad de ciclosporina hallados en diferen-
tes solventes se exponen en la Tabla 4. Los vehiculos de caracteris-
ticas organicas son los apropiados para disolver la dosis requerida
de ciclosporina.

Tabla 4. Solubilidad de ciclosporina en vehiculos de interés farmacéutico

Masa de solvente

Vehiculo para disolver 2 g de Solubilidad de
ciclosporina ciclosporina
Miristato de isopropilo 10,2 g Facilmente soluble
Propilenglicol 20,6 g Soluble
Aceite de ricino 230 ¢ Soluble
Triglicéridos de cadena media 295 ¢ Soluble
Macrogolglicéridos de oleilo 30,0 g Soluble
Ricinoleato de macrogolglicerol 394 ¢ Soluble
Aceite de oliva 57,6 g Soluble
Glicerina > 1000 g Muy poco soluble
Suero fisiolégico > 10000 g Practicamente insoluble

En la Tabla 5 se hallan los valores encontrados de todas las for-
mulaciones ensayadas en cuanto a su grado de estabilidad fisica
como mantenimiento del aspecto de solucién transparente.

En lo que respecta a las formulaciones realizadas a partir de las
especialidades farmacéuticas registradas, no se han podido lograr
preparados en solucién. Todo esto lleva a considerar que ninguna de
las férmulas resulta adecuada. Las formulaciones propuestas con el
empleo de la materia prima original son inicialmente conformes, al
tratarse todas ellas de disoluciones y cumplir con el ensayo de lim-
pidez descrito en la Real Farmacopea Espafola. La férmula que
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utiliza aceite de ricino no pudo ser esterilizada debido a la elevada
viscosidad que presentaba, lo que es una limitacién para el empleo
de la filtracion esterilizante (25) a pesar de describirse este método
de esterilizacién (26).

Tabla 5. Estabilidad fisica de las formulaciones de ciclosporina

Férmulas Inicial Envejecimiento

A Conforme No conforme.
Separaciéon de fases

B No dispersable. No conforme —

@]

No dispersable. No conforme —

D Conforme No conforme.
Separacion de fases

E Conforme Conforme
F Soluble. No Esterilizable.

No conforme —
G Conforme Conforme
H Conforme Conforme
I Conforme No conforme.

Separacion de fases

En cuanto a la estabilidad fisica, tras cuatro semanas en ciAmara
climéatica a 40° C y 75 por 100 de humedad relativa, ninguna de las
formulaciones acuosas resulté ser estable debido a que se produjo
precipitacion del principio activo que ya aparecia en la primera se-
mana en las citadas condiciones.

La formulacién con aceite de oliva, que es la que sirve de referen-
cia en la practica, no result6 estable. Las formulaciones oleosas res-
tantes, compuestas con miristato de isopropilo, triglicéridos de ca-
dena media y macrogolglicéridos de oleilo, resultaron conformes al
no presentar ningun tipo de inestabilidad fisica y seguir cumpliendo,
tras ese periodo, con el ensayo de limpidez de la Real Farmacopea
Esparfiola.

En cuanto a la evaluacion de la tolerancia de los vehiculos em-
pleados en las férmulas D, E, G, H e I, sus resultados se encuentran
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en la Tabla 6. Por medio de un estudio estadistico ANOVA bidirec-
cional en forma de suma de cuadrados Tipo III para discriminar
entre cada media con el procedimiento de la diferencia minima sig-
nificativa (LSD) de Fisher para una P < 0,05, los vehiculos mas
adecuados indistintamente son miristato de isopropilo y una mezcla
de ricinoleato de macrogolglicerol en suero fisiol6gico. Habida cuen-
ta de la inapropiada estabilidad hallada para la formulacién con esta
ultima, se propone la formulacién que emplearia miristato de iso-
propilo para incluirse en el Formulario Nacional.

Tabla 6. Valores de tolerancia de los vehiculos

Vehiculos Vision Picor/ Parpadeo/ Duracién Grado Media/
borrosa  Quemazén Lagrimeo sintomas de into- Grupos
lerancia homogéneos

Aceite de oliva 39+07 48+06 41+05 48+06 4806 45 A
Macrogolglicé-

ridos Oleilo 40«07 32+07 37+08 41+06 37=+07 3,7 B
Triglicéridos

Cadena Media 28+08 32+05 30«08 46+08 30+04 33 C
Ricinoleato

Macrogolglice-

rol + Suero

fisiol6gico 1,3+04 12+03 19+06 16«06 12+04 14 D

Miristato
Isopropilo 1,7+08 1,1+02 16+06 12+05 1,3+05 1,4 D

4. DISCUSION

Tras haber realizado un estudio experimental para obtener una
formulacién de colirio de ciclosporina al 2 por 100, se establece que
las férmulas existentes en la practica farmacéutica presentan defi-
ciencias a distintos niveles que hacen que su calidad no sea acepta-
ble. A partir de esto, se han disefiado y elaborado alternativas con
distintos vehiculos de interés farmacéutico. De todas las formulacio-
nes propuestas, la de ciclosporina en colirio al 2 por 100, que incluye
miristato de isopropilo como vehiculo, ha demostrado ser la mas
adecuada en lo que respecta a la formulacién, elaboracién, esterili-
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zacion y estabilidad fisica. Asimismo, el vehiculo ha presentado una
adecuada tolerancia al nivel estudiado, por lo que se propone dicha
formulacion para ser incluida, como férmula magistral tipificada, en
el Formulario Nacional.
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