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RESUMEN

La acetazolamida (ACZ), es un inhibidor de la anhidrasa carbdnica utilizado en terapéutica contra
el glaucoma de forma oral, pero del cual no existen formas liquidas de administracién ocular en
el mercado, al tratarse de un fdrmaco muy poco soluble y poco permeable. El objetivo de
nuestro trabajo reside en plantear una formulacién cuali-cuantitativa que permita la
administracién oftdlmica de nuestro farmaco, reduciendo asi los efectos adversos que conlleva

la terapia oral con este farmaco.

La formulacién propuesta se corresponde con un colirio tipo solucidon acuosa tipo multidosis,
gue incluye en su formulacidén los siguientes excipientes: agua purificada calidad inyectable,
como vehiculo, Hidroxipropil Beta Ciclodextrina (HPBCD) al 16,5% p/v como agente
solubilizante, citrico/fosfato como medio tampdn para pH 5,34, acido etilendiaminotetraacético
(AEDT) al 0,1% p/v como antioxidante y promotor de la absorcidn, cloruro de benzalconio al

0,05% p/v como sustancia conservante.

La HPBCD consigue la solubilizacién de nuestro farmaco mediante la formacién de complejos de
inclusion. El empleo de este excipiente encarece la formulacion pero se hace imprescindible ya
gue los estudios bibliograficos muestran que los solubilizantes habituales compatibles con la via

oftalmica no muestran resultados efectivos para este farmaco.

La eleccién de un pH acido de 5,34 unidades, viene condicionada por la estabilidad acuosa del

farmaco que presenta un pH de maxima estabilidad alrededor de 5 unidades.

El empleo de un agente conservante frente a los sistemas ABAK que no lo necesitan estd
justificada en base a su menor coste y al efecto antibacteriano que muestra el cloruro de
benzalconio frente a Pseudomonas aeuroginosa, patégeno habitual de la flora ocular. De hecho

esta es la opcidn elegida por la mayoria de las formulaciones oftalmicas en el mercado.

Se ha decidido no incluir ningun excipiente viscosizante especifico ya su presencia puede
dificultar el proceso de permeacién ocular del farmaco y ademas el resto de la formulacién en
especial la HPBCD al 16,5% p/v puede aportar una viscosidad adecuada para su administracion.
Ademas los viscosizantes mas habituales utilizados en via oftalmica, como son los derivados
celuldsicos suelen ser insolubles en medio acuoso, por lo que su utilizacidn seria incompatible

con la obtencién de una solucion.

Por dltimo, una vez establecida la composicidon cuantitativa de todos los componentes se

procedid al ajuste isoténico de la formulacién para determinar, en el caso de que fuera



hipotdnica, la concentracion de NaCl a adicionar. Los resultados mostraron que al ser

ligeramente hipertdnica no es necesaria la adicidn de ningun isotonizante especifico.

Palabras clave: glaucoma, acetazolamida, colirio, HPBCD, solubilidad.
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1 InTRODUCCION
11  GLAUCOMA
1.1.1 CONCEPTO

El glaucoma puede definirse como una neuropatia dptica caracterizada por una reduccion del
tamanio de la papila éptica que adquiere forma de copa y ocasiona pérdida del campo visual. Por
lo general, se debe al aumento de la presion intraocular (PIO) producido por un desequilibrio

entre la produccidn y la salida del humor acuoso (Henderer y cols., 2006; Porth, 2007).

Si no se trata, la presion intraocular puede aumentar produciendo isquemia y degeneracién del
nervio éptico, lo que conduce a una ceguera progresiva. Constituye la segunda causa principal
de ceguera en el mundo (Quigley y Broman, 2006). Se calcula que un milldn de personas
presentan glaucoma, de las cuales el 50% no se encuentran diagnosticadas debido a que esta
enfermedad puede cursar de forma asintomatica hasta estadios avanzados de la misma (Rieger

y Rubio, 2013).
1.1.2 TRATAMIENTO DEL GLAUCOMA

Los métodos convencionales implantados para el tratamiento del glaucoma incluyen los de tipo:

farmacolégico, tratamientos con laser y procedimientos quirurgicos.

El tratamiento farmacoldgico esta dirigido a disminuir la produccién de humor acuoso en el
cuerpo ciliar y/o aumentar el flujo de salida a través del reticulo trabecular y de la via no

convencional (via uveoescleral) y asi, disminuir la presidn intraocular (Tartara y cols., 2008).

Algunos farmacos utilizados en el tratamiento a largo plazo de glaucoma incluyen: bloqueantes
B-adrenérgicos, midticos, agonistas a-adrenérgicos, andlogos de las prostaglandinas e
inhibidores de la anhidrasa carbdnica entre otros. Estos Ultimos son de los mas utilizados, ya que
esta enzima tiene un papel importante en la formacion del humor acuoso. Dentro de ellos se

encuentra la acetazolamida (ACZ).
1.2 ACETAZOLAMIDA (ACZ)

La ACZ es un farmaco inhibidor de la anhidrasa carbdnica y ha sido utilizada durante muchos
afios en el tratamiento de glaucoma de forma oral. La administracién oral de ACZ disminuye la
cantidad de humor acuoso producido por el epitelio ciliar. A pesar de su potente efecto
hipotensor ocular su uso estd limitado debido a las grandes dosis orales que se necesitan para

disminuir la P10, causando por lo general una multitud de efectos secundarios sistémicos.



El desarrollo de una formulacidn oftdlmica efectiva que utilice como principio activo ACZ es un
objetivo ampliamente investigado pero aun no logrado, ya que en la actualidad no existe
comercializada ninguna formulacion topica para este farmaco. La causa puede residir en la baja
solubilidad tanto en agua como en lipidos, ésta ultima limita su transito a través del epitelio
corneal y el endotelio, mientras que la escasa solubilidad en agua impide el transito a través del

estroma hidrofilico (Mora y cols., 2015).
1.2.1 ANTECEDENTES

En 1940, Mann y Keilin observaron que cuando se administraba sulfanilamida como agente
quimioterdpico, producia como efecto secundario acidosis metabdlica, demostrando que la

sulfanilamida inhibia la anhidrasa carbdnica.

En 1954, se introdujo su uso en oftalmologia, ya que se demostré su capacidad de disminuir la
presion intraocular reduciendo la produccion de humor acuoso en el cuerpo ciliar tras su
administracién oral (Becker, 1954; Gloster y Perkins, 1955). Recientemente han sido
investigados nuevos inhibidores de la anhidrasa carbdnica como son dorzolamida, brinzolamida
0, aminozolamida (Petchimuthu y Narayanan, 2013). Sin embargo, hay que sefialar que sus
propiedades fisicoquimicas siguen siendo una limitacién a la hora de conseguir una penetracion
ocular adecuada a través de la cérnea, es por esto que se debe recurrir a una terapia en

combinacion con otros farmacos (Maren y cols., 1983).
1.2.2  ESTRUCTURA QUIMICA

Su nombre quimico es N-(5-sulfanoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-acetamida y su férmula molecular es

C4HeN40s3S,. En la figura 1 se recoge su estructura.

Figura 1. Estructura de la ACZ (I1QB, 2014).

1.2.3  MECANISMO DE ACCION

La anhidrasa carbdnica es una enzima presente en el ojo que, de forma reversible, cataliza la
reaccion de H,0 y CO; para formar 4cido carbonico y, posteriormente, el ién bicarbonato (HCOs

), como se muestra en la siguiente reaccién:


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3f/Acetazolamide_skeletal.svg

H,0+ CO; < H'+HCOy

El iédn HCO;5 es responsable del movimiento de Na* en el ojo y necesario para la produccion del
humor acuoso, ya que es el Na* el que atrae al agua para formar el humor acuoso. La inhibicion
de la anhidrasa carbdnica por farmacos, tales como ACZ, metazolamida y diclorofenamida,
disminuye la concentraciéon de HCOs'y, por tanto, el flujo de Na* y H,O en la cdmara posterior.
Como consecuencia, disminuye la produccién de humor acuoso reduciéndose asi la presion

intraocular (Kaur y cols., 2002).
1.2.4  CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y FARMACOCINETICAS

En la tabla 1 se recopilan algunas de las propiedades fisicoquimicas de nuestro farmaco en

estudio.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la ACZ (Drugbank, 2013).

Férmula molecular C4HsN40sS;
Peso molecular 222,24 g/mol
Nombre quimico N-(5-sulfanoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-acetamida
o)
J( N—N o
Estructura H,5C N/< )\ ;f
H s /] " NH,
O
Longitud de onda 265 nm
pKa 7,4
Solubilidad acuosa 0,72 mg/mL

Este farmaco presenta una absorcidon adecuada en el tracto gastrointestinal, apareciendo la
concentracién plasmatica mdxima a las 2-4 horas tras su administracidon oral. Los niveles
plasmaticos efectivos se mantienen durante 4-6 horas, y son paralelos al efecto hipotensor. La
dificultad fundamental del uso de este farmaco por via oral es la optimizacion del tratamiento,
pues los niveles plasmaticos deben oscilar entre 5y 20 ug/mL, y las concentraciones plasmaticas
tras la ingestion oral de una misma dosis son variables. El desarrollo de la formulacidn tépica de
ACZ puede conducir a la abolicidn total de los efectos secundarios sistémicos observados con el

uso oral de ACZ se presenta como una alternativa a alcanzar.



1.3 FACTORES A TENER EN CUENTA EN EL DESARROLLO DE UNA FORMULACION LIQUIDA DE
ADMINISTRACION OFTALMICA

Debido a las peculiares caracteristicas de la absorcidn ocular y a la inevitable pérdida de parte
de la dosis administrada, son diversos los factores a tener en cuenta a la hora del desarrollo de

una forma farmacéutica liquida de administracion oftalmica con garantias de éxito.
1.3.1 FACTORES DERIVADOS DE LA ANATOMIA Y FISOLOGIA OCULAR

Desde un punto de vista fisioldgico existen cinco regiones en el ojo a considerar a la hora de
disefar una forma farmacéutica de administracién ocular (flgura 2): la cdrnea, las glandulas

lagrimales, la conjuntiva, la esclerdtica y el film lagrimal (Vercruysse y Cérdoba, 2012).

a) Film lagrimal

Epitelio

!’

Endotelio

...........'

Figura 2. Representacion de las partes del a) film lagrimal y b) cérnea (Gan y cols., 2013).

La permeabilidad corneal, y por lo tanto, la posibilidad del fdrmaco de alcanzar el humor acuoso,
depende de su capacidad para atravesar el epitelio y el estroma. El epitelio sera la principal
barrera de absorcién de moléculas hidrofilicas, mientras que el estroma lo serd para las

moléculas lipofilicas (Vercruysse y Cordoba, 2012)
1.3.2  FACTORES DERIVADOS DE LA NATURALEZA DEL FARMACO

El paso a través de barreras hidrdfilas y lipofilas se va a ver condicionado por su tamafio
molecular y pKa, ya que este ultimo y su relacién con el pH del medio determinan la fraccién

ionizada (polar) y no ionizada (apolar).



En la figura 3, se esquematiza el proceso de permeacion de un farmaco a través de la cérnea en
el que se pone de manifiesto que una vez administrado éste, requiere una cierta hidrosolubilidad
para disolverse o mezclarse en la capa acuosa de la pelicula de fluido lagrimal y una vez disuelto
sera la fraccidn no ionizada la que atravesara con facilidad el epitelio de la cérnea y accederd al
estroma desde donde la forma ionizada difundira facilmente hasta alcanzar el endotelio. De
nuevo, sera la fraccién no ionizada la que atravesara con mayor facilidad endotelio y alcanzard

el humor acuoso (Doménech y cols., 2013).

Camara . Cuerpo
2 Iris
posterior ciliar

Figura 3. Esquema del proceso de permeacion de un fdrmaco a través de la cornea.

Ademas, hemos de sefialar que las lagrimas poseen un contenido proteico alrededor del 2% que
puede verse aumentado en ciertos estados patoldgicos. Sus componentes principales son
albumina, globulinas y lisozima. Este hecho, puede ser un factor que condicione el proceso de
absorcién, ya que la fraccion de farmaco unido a proteinas no puede atravesar la cérnea
(Doménech y cols., 2013).

1.3.3  FACTORES DERIVADOS DE LA NATURALEZA DE LAS LAGRIMAS

Hemos de sefialar que cuando una formulacién oftdlmica se instila en el ojo, su primer contacto
es con la pelicula lagrimal por lo que la naturaleza de ésta (osmolaridad, pH y viscosidad) son

factores a tener a la hora de garantizar el éxito de una formulacion oftalmica.



Asi, hay que tener en cuenta que formulaciones hipertdnicas o hipotdnicas promueven el
lagrimeo, y por tanto, reducen el tiempo de permanencia ocular de la formulacién. Dado que el
volumen instilado es pequefo y la dilucién con el liquido lagrimal tiene lugar rapidamente, la
osmolaridad original se restablece en unos minutos después de la instilacién oftdlmica (FCN,

2010).

En cuanto al pH de las lagrimas éste oscila entre 7y 7,4 y es importante conocer que valores de
pH por debajo de 6,6 y por encima de 9 se acompafian de irritacion. Las diferencias existentes
entre el pH de la formulacién y el de las lagrimas pueden ocasionar efectos irritantes en el ojo,
produciendo un aumento del lagrimeo y parpadeo con la consiguiente pérdida del medicamento
por via precorneal (Ludwigy Van Ooteghem, 1986), dolor e incluso dafios en la superficie corneal
(Echezarreta, 1998). Dado que el fluido de las lagrimas no posee capacidad amortiguadora, el
pH de la formulacién condicionara el pH resultante de la mezcla del producto instilado con las

lagrimas (Ahmed y Patton, 1984).

Por ultimo, hay que comentar que la viscosidad de las lagrimas viene condicionada por la
disolucién de proteinas en el fluido lagrimal. Un aumento en la viscosidad de las soluciones
oftdlmicas incrementa la retencién de los principios activos en la superficie corneal aunque se
corre el riesgo de provocar irritacién ocular e inducir el lagrimeo, con lo que se puede producir

el efecto contrario al deseado (Doménech y cols., 2013).
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2 OBJETIVOS
El objetivo del presente trabajo es doble.

En primer lugar trataremos de identificar las limitaciones que presenta la ACZ, farmaco utilizado
en la terapia frente al glaucoma que dificultan su formulacién como preparado oftdlmico de

administracién tdépica.

En segundo lugar, proponer de forma razonada en base a la revision bibliografica realizada sobre
el tema, una formulacién cuali-cuantitativa que incorpore los recursos tecnofarmacéuticos

adecuados para permitir la administracion tépica de dicho farmaco.
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3 METODOLOGIA

Para establecer los requisitos que debia cumplir una forma de administracién oftdlmica, y los
recursos tecnofarmacéuticos disponibles para solucionar dicha problematica, se han consultado

diferentes libros de texto y la Real Farmacopea Espaiola 52 ed.

Seguidamente se ha llevado a cabo una revisidon bibliografica cuya finalidad es resumir los
resultados de los estudios existentes en la literatura cientifica sobre el tema utilizado paginas
web como pubmed, science direct y como palabras clave acetazolamida, administracién tépica,

estabilidad, solubilidad y permeabilidad tanto en espafiol como en inglés.

Asi mismo de forma puntual se ha consultado en la agencia espafiola de medicamentos y productos
sanitarios (AEMPS) para un aspecto muy concreto de la memoria, en concreto identificar si los
colirios empleados en la terapia frente al glaucoma existentes en el mercado utilizaban cloruro de

benzalconio como conservante o sistemas ABAK.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 ASPECTOS TECNOFARMACEUTICOS DE LA FORMULACION: EXCIPIENTES A
EMPLEAR

Desde el punto de vista galénico, existen diferentes tipos de preparados para uso oftalmico
recogidos en la Real Farmacopea Espafiola 52 ed.: colirios, preparaciones oftdlmicas semisdlidas,

banos oftalmicos e insertos oftalmicos.

Puesto que el objetivo de nuestro trabajo es el desarrollo de una formulacién oftdlmica acuosa
para el tratamiento del glaucoma, se trata por tanto de un colirio. La Real Farmacopea define
los colirios como disoluciones, emulsiones o suspensiones acuosas u oleosas, estériles, de uno

0 mas principios activos, destinados a su instilacion en el ojo.

A priori formular un colirio tipo solucion parece lo mas recomendable ya que al estar el fdrmaco
disuelto el proceso de absorcién se va a ver favorecido. Hay que tener en cuenta que obtener
una solucidn va a depender de la dosis de fdrmaco empleada, y de su solubilidad y estabilidad
en el vehiculo elegido, en nuestro caso agua. Asi, cuando el farmaco es inestable en solucién o
se emplea a elevadas dosis debe ser formulado como una suspensidn, pero en este caso para
gue el fdrmaco pueda ser absorbido necesita previamente disolverse, por lo que presentara

menor biodisponibilidad en velocidad.

En cuanto a la dosis elegida para nuestra formulacién encontramos la primera limitacién, dado
gue no existe una formulacidon oftdlmica de aplicaciéon tépica de ACZ comercializada, no
podemos utilizar este dato como referencia. Por ello ha sido necesario buscar a nivel de nivel de
investigacion, que dosis se esta actualmente ensayando con este farmaco para que resulte
efectiva su administracidon. En este sentido hemos encontrado que una dosis de 5mg/mL

muestra una disminucién en la PIO (Petchimuthu y Narayanan, 2013).

Como colirio tipo solucién, vamos a seleccionar de una forma justificada los excipientes
necesarios y adecuados que proporcionen las mayores garantias de éxito para la administracion

oftalmica del farmaco en estudio.
41.2 VEHIcULO

En primer lugar, debemos realizar una correcta seleccion del vehiculo, que, en el caso de un
preparado oftdlmico en forma liquida de naturaleza acuosa, tal y como recomienda la Real

Farmacopea Espafiola 52 ed., debe ser agua purificada o de calidad inyectable. Es importante
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sefialar que el agua para uso oftalmico, a diferencia de la utilizada para los preparados

inyectables no tiene por qué ser apirégena (Real Farmacopea Espafiola 52 ed., 2015).

Su empleo en la formulacidn se hara en cantidad suficiente para el volumen deseado, que en

nuestro caso a la hora de simplificar los cdlculos del apartado cuantitativo sera de 100 mL.
4.1.3 CORRECTOR DEL PH

Formular un colirio tipo solucidn requiere que el farmaco presente una estabilidad adecuada en
el medio elegido, por lo que el primer aspecto a investigar es la estabilidad acuosa de la ACZ. Los
articulos consultados a este respecto indican que la ACZ presenta su mdaxima estabilidad acuosa

a un pH de 4,5 (Petchimuthu y Narayanan, 2013).

Por tanto, podremos formular un colirio tipo solucidn para este farmaco siempre que usemos
un pH 4cido. Esto aunque a priori no es lo mas adecuado ya que provocaria irritacion y facilitaria
el lagrimeo, no es un impedimento total, ya que el ojo tolera variaciones de pH que oscilan entre

3y 9 unidades (Ahmed y Patton, 1984).

Ademas, el pH ejerce influencia sobre la proporcién de forma ionizada y no ionizada y sus
repercusiones en su solubilidad y permeabilidad. Recordemos que segln la ecuacién de
Herdensson-Hasselbach cuanto menor sea le pH mayor es la proporcion de forma no ionizada y
por tanto disminuye su solubilidad acuosa aunque se favorece su paso a través de barreras

lipidicas.

Por todo lo comentado anteriormente, el pH de una formulacién oftdlmica suele ser un
compromiso entre el pH de maxima estabilidad del farmaco y el de la lagrima, y los

requerimientos de solubilizacién y permeacioén del farmaco.

La regulacién del pH de una formulacién oftdlmica se puede lograr adicionando correctores de
pH tan habituales como HCl o NaOH, pero lo mas frecuente es emplear como vehiculo cualquiera
de los diferentes medios tampdn compatibles con la via oftdlmica. Entre otros, destacan por su
utilizacidn la solucidon tampdn Sorensen, la solucion tampdn Hepes, la solucidn tampdn Tris, la
solucién de acido bodrico/borato sédico, o la solucidn citrico/fosfato, que es la que se ha
seleccionado para la formulacién bajo estudio y que aporta un pH aproximado de 5,34 a la
formulacion. La eleccién de este pH acido para la formulacidn va en sintonia con el utilizado por
otros autores (Loftsson y cols., 1996) y estd condicionado como hemos comentado por la

estabilidad en medio liquido de nuestro farmaco.
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La Real Farmacopea Espafiola 52 ed. describe la preparacion de dicho tampdn, que para pH 5,34
requiere la utilizacién de 0,27 mg de acido citrico 1-hidrato y 3,17 mg di-sodio hidrégeno fosfato

2-hidrato, para preparar 100 mL de tampdn.
4.1.4 SOLUBILIZANTE

La baja solubilidad acuosa de nuestro fadrmaco, anteriormente comentada, implica que para

obtener una formulacién tipo solucidon tengamos que utilizar un agente solubilizante.

Aungue son numerosos los solubilizantes compatibles con la via oftadlmica, Tween 20 y 809,
Cremophor EL®, Labrazol®, etc. (Morsi y cols., 2014), su utilizacién no ha logrado una mejora

significativa en la solubilidad acuosa de la ACZ.

Por este motivo, fue necesario la busqueda de un solubilizante efectivo y en este sentido resulta
especialmente interesante el empleo de ciclodextrinas (CDs) y, mas en concreto, la HPBCD,
ensayada con éxito para este farmaco por diferentes autores (Pérez-Barrales y cols., 1995;

Loftsson y Jarvinen, 1999; Granero y cols., 2008).

Las CDs naturales son oligosacaridos ciclicos constituidas por un nimero variable de unidades de
glucosa unidas por enlaces a—(1,4). Se las denomina mediante letras griegas: a-CD, B-CD vy vy -
CD, segln tengan 6, 7 u 8 unidades respectivamente de a-D-glucopiranosa. El nimero de
unidades de a-D-glucopiranosa determina el tamafio de la cavidad (y- >B- >a-), y por tanto, el
grado de interaccidn con la molécula huésped (Szejtli, 1984; Moyano y cols., 1994). Sus estructuras

se recogen en la figura 4.

Figura 4. Estructura quimica de las CDs naturales (Torralba, 2014).
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Su caracteristica estructural mas importante, es su conformacion toroidal, que delimita una cavidad
interior apolar, siendo su exterior de naturaleza hidrofilica. Gracias a esta conformacién las CDs son
capaces de formar compuestos de inclusion con otros productos, pudiendo mejorar algunas

propiedades de la sustancia alojada como son la solubilidad y estabilidad. (Saenger, 1980).

Un complejo es la asociacion reversible de m moléculas de substrato (principio activo) con n
moléculas de ligando (sustancia complejante) para dar lugar a una nueva especie que puede

presentar una mayor solubilidad y velocidad de disolucién (Stella, 1980).

El proceso global se ve esquematizado en la figura 5.

1

g L - \ 16

Figura 5. Esquema de la formacion de un complejo de inclusion (Davis y Brewster, 2015).

La HPBCD es un derivado hidroxipropilado de la BCD que presenta mayor solubilidad que la CD
de partida y que forma complejos sin limite de solubilidad, por lo que es muy utilizada en

formulaciones acuosas. Su estructura se recoge en la figura 6 (Szejtli, 1984).

Figura 6. Estructura de la 2-HPSCD (Danciu y cols., 2014).

Por ultimo, un aspecto interesante a considerar es la influencia que puede ejercer la formacion
del complejo de inclusion farmaco-CD en el proceso de permeacion ocular del farmaco. La

estructura quimica de las CDs y el complejo de inclusién (naturaleza hidrofilica externa), su peso
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molecular (mayor de 970 daltons) y su bajo coeficiente de particidn octanol/agua son
caracteristicas que impiden su posible absorcidn corneal (Fromminh y Szejtli, 1994; Lipinski y

cols., 2001), por lo que sélo la fraccion libre del farmaco puede atravesar la cérnea (figura 7).

COMPLEJO DISUELTO

8@
@@Q&

Km:n

FARMACO
DISUELTO

B+—0-
N
i

FARMACO
PRECIPITADO

CAPA LIPIDICA

Figura 7. Esquema del proceso de absorcion de un farmaco administrado via ocular
en forma de complejo de inclusion con CDs.

Segun se deduce del proceso esquematizado en la figura 7, complejos con bajos valores de
constantes de estabilidad, al ser administrados, tienden a una rdpida liberacién del farmaco,
pudiendo llegar a la concentracion de saturacion y en caso de superarla, llegar a precipitar. Por
el contrario, si la constante de estabilidad del complejo es alta, la velocidad de liberacién del
farmaco tiende a ser lenta y la concentracidn de farmaco libre en las proximidades del area
donde se produce la absorcién, tiende a ser baja. En vista de todo ello, se ha establecido como
intervalo dptimo de constante de complejaciéon el comprendido entre 200 y 5000 M (Blanco y

cols., 1991).

La determinacion del aspecto cuantitativo de la formulacion en lo referente a la cantidad de
solubilizante a emplear es un aspecto complejo y requiere conocer la estequiometria del
proceso de complejacién y constante del proceso. En nuestro caso, la revisidon bibliografica
realizada (Loftsson y cols., 2008), ha puesto de manifiesto que el proceso de complejacion de la
ACZ con la HPBCD en medio liquido responde a diagramas de solubilidad lineales donde el

complejo formado no presenta un limite de solubilidad. Teniendo en cuenta este diagrama y
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gue es recomendable disponer de un cierto margen de solubilizacidn para evitar que posibles
cambios en la formulacién disefiada pudieran acabar con la precipitacion del farmaco, hemos

decidido utilizar una concentracidn de HPCD similar a estos autores del 16,5% p/v.
4.1.5 PROMOTOR DE LA ABSORCION / ANTIOXIDANTE

Otro aspecto a considerar en nuestra formulacién son los problemas de permeacién que puede
presentar un farmaco (Bosman y cols. 1992; Villarino y Landoni 2006;). Existen varias formas
para intentar solucionar esta limitacidon. Una posibilidad es utilizar liposomas (Abad, 2012), pero
lo mas simple y habitual en las formulaciones oftalmicas es incluir en la formulacién un promotor
de la absorcidn, entre los que destaca el AEDT ensayado con buenos resultados para la ACZ
(Hochman y Artrusson, 1994). Esta sustancia es capaz de alterar la estructura de las membranas

celulares de la cérnea facilitando el transporte paracelular de las moléculas de farmaco.

Ademas, posee cierta actividad antimicrobiana contra microorganismos Gram-negativos, como
Pseudomonas aeruginosa, algunas levaduras y hongos, aunque esta actividad es insuficiente
para ser utilizado con eficacia como un agente antimicrobiano por si solo. Sin embargo, cuando
se utiliza con algunos conservantes, demuestra un marcado efecto sinérgico en su actividad
antimicrobiana. Este es el caso de su combinacién con cloruro de benzalconio, asociacion muy
utilizada frente a Pseudomonas aeruginosa por su efecto sinérgico. (Moliere y Rojas, 2007, Rowe

y cols., 2012).

Por ultimo, debemos sefialar que AEDT se le puede catalogar como un agente antioxidante por
mecanismo quelante, ya que es capaz de unirse de forma reversible a iones metalicos por sus
cuatro posiciones acetato y dos aminos, que lo convierten en un ligando hexadentado (figura 8),

lo que puede ayudar a mejorar posibles problemas de estabilidad de la ACZ.

Figura 8. Estructura del complejo formado por EDTA con un metal (Quimitube, 2015).
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Asi, es muy utilizado en formulaciones acuosas como antioxidante al presentar la capacidad de
secuestrar trazas de iones metalicos, en particular cobre, hierro y manganeso, que de otro modo

podrian catalizar reacciones de autooxidacion.

El EDTA se suele utilizar a una concentracion comprendida entre el 0,005 y 0,1% p/v, habiendo
elegido en nuestro caso una concentracidén intermedia del 0,05% p/v utilizada por algunos
autores a la cual este producto manifiesta un efecto promotor efectivo para nuestro farmaco

(Petchimuthu y Narayanan, 2013).

4.1.6 VISCOSIZANTE

La viscosidad 6ptima de una solucidn acuosa, que permite retener el principio activo y mantener

la comodidad visual, se considera entre 15-25 centipoises (Fauliy cols., 1993).

Pero el empleo de excipientes viscosizantes en la formulacién, no siempre es necesaria. En
algunas ocasiones, como ya hemos comentado, un exceso de viscosidad induce al lagrimeo, en
otras, la presencia de macromoléculas hidrdfilas utilizadas como viscosizantes, puede frenar los
procesos de difusién a través de las barreras biolégicas por formacién de complejos o
asociaciones intermoleculares por puente de hidréogeno. Ademads, el empleo de un viscosizante
puede condicionar determinados procesos tecnoldgicos del proceso de elaboracidn (posibilidad
de filtracién, resistencia a la esterilizacion o compatibilidad con el resto de componentes de la

formulacién). componentes de la formulacién).

Ademas, el viscosizante utilizado debe ser soluble ya que en caso contrario obtendriamos una
suspensidn en lugar de la solucién planteada, y los viscosizantes mds habituales como son los

derivados celulésicos no lo son.

Por todo lo comentado anteriormente, es indispensable asegurarse de que el beneficio de
utilizar un viscosizante en la formulacion es superior a los posibles efectos perjudiciales. Es
frecuente encontrar formulaciones oftalmicas que carecen de un viscosizante especifico, mucho
mas si tenemos en cuenta que puede no ser necesario ya que el resto de componentes de la
formulacidon pueden aportar una viscosidad adecuada para su correcta administracidn sin
necesidad de ellos, como ocurre en el caso de nuestra formulacién, donde el empleo de HPRCD

al 16,5% p/v aporta a viscosidad a la formulacién.
4.1.7 CONSERVANTE

Todo preparado oftalmico debe prepararse en condiciones de esterilidad y mantenerlas durante

el periodo de utilizacién por parte del paciente. Hay que sefalar que el uso de conservantes sélo
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debe ser utilizado el caso de formulaciones multidosis de pequefio volumen, como es el caso de
los colirios, ya que la contaminacidn bacteriana puede aparecer con el empleo del envase, si
bien debe hacerse en la menor cantidad posible para conseguir su objetivo. Asi, para reducir al
maximo la dosis de conservante utilizada se suelen emplear en la practica mezclas, debido al

efecto sinérgico de su combinacion (Real Farmacopea Espafiola 52 ed., 2015).

También tendriamos la posibilidad de elaborar una formulacién multidosis con sistema ABAK,
es decir sin emplear conservantes. Se trata de un sistema alternativo que incorpora un sistema
filtrante formado por una membrana multicapa de nylon con un poro de 0,2 um que impide su
contaminacién bacteriana por lo que no seria necesario incluir conservantes en la formulacién,
garantizando la esterilidad durante 2 meses. El Unico problema es que su utilizacién encareceria

la posible puesta en el mercado de nuestra formulacion

A la hora de elegir entre las dos posibles alternativas anteriormente comentadas, decidimos
consultar la AEMPS para ver que opciéon predominaba entre las formas actualmente
comercializadas. Los resultados fueron muy concluyentes, la totalidad de las formas usadas para
el tratamiento del glaucoma utilizaban cloruro de benzalconio en combinacion con el AEDT,
mientras que el sistema ABAK era utilizado mayoritariamente por las formulaciones para el
tratamiento del ojo seco. Estos resultados tienen su ldgica, cuando se utiliza una formulacién
con un promotor de la absorcidn se corre el riesgo de posible penetracidon de microorganismos
patdgenos como Pseudomonas aeuroginosa, patégeno habitual de la flora ocular, por lo que
resulta mas adecuado el uso de cloruro de benzalconio en combinacién con dicho promotor por

su efecto sinérgico anteriormente comentado.

Su nombre quimico es cloruro de alquildimetil(fenilmetil)Jamonio y a continuacién recogemos su

estructura:

CH,

A—HN—CH,— a

CH,

Figura 9. Estructura quimica del cloruro de benzalconio (Organo Sintesis, 2013).

El cloruro de benzalconio se utiliza como conservante antimicrobiano, antiséptico,

desinfectante, agente solubilizante y agente humectante. Es un compuesto de amonio
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cuaternario de naturaleza tensioactiva que en preparaciones oftdlmicas se utiliza a

concentraciones que varian desde 0,05 al 0,001% p/v (Herrero 2007; Charles y cols., 2011).

Los tensioactivos actlan sobre los microorganismos alterando la membrana celular vy
produciendo lisis del contenido del citoplasma. Las células de los mamiferos no pueden
neutralizar los conservantes quimicos asi que el conservante se incorpora en la célula y da lugar
al efecto toxico. El ejemplo clasico de este tipo de agentes es el cloruro de benzalconio. Como
tensioactivo idnico que es, en solucién acuosa se disocia en un catidn, responsable de la accién
bacteriana y en un anidn inactivo. Tiene accidén bactericida a tres niveles como son, alteracion
de la membrana celular, desnaturalizacién de proteinas e inactivacién enzimatica. Este
mecanismo de acciéon se debe a su estructura anfipatica, esto es gracias a las cadenas
carbonadas hidrofobas que penetran en las membranas, mientras que a través del nitrégeno
cationico hidréfilo, interacciona con los fosfatos de los fosfolipidos. Esta alteracién provoca la

salida del material citoplasmatico hacia el exterior y la alteracidn celular.

En cuanto a su actividad antimicrobiana, es bacteriostatico a bajas dosis y bactericida a altas
dosis, siendo activo frente a una amplia gama de bacterias, levaduras y hongos, aunque presenta
una actividad mas marcada frente a Gram positivas que a Gram negativas, siendo minima su
actividad frente a endosporas bacterianas y bacterias acido alcohol resistente (Rowe y cols.,

2012).

Por todo lo anteriormente expuesto decidimos incorporar cloruro de benzalconio a nuestra
formulaciéon como agente conservante en una concentracién de 0,01% p/v, concentracion que

se encuentra en el intervalo recomendado para la via oftalmica.
4.1.8 ISOTONIZANTE

Aungque el ojo tolera concentraciones que oscilan entre el 0,7 y 2% p/v de NaCl (Vila-Jato y cols.,
1997), como ya hemos indicado, las formulaciones oftalmicas deben ser isotdnicas con las
l[agrimas con el fin de evitar el lagrimeo. Sin embargo, algunas soluciones oftdlmicas pueden ser
formuladas de forma hipertdnica para mejorar la absorcion o proporcionar suficiente

concentracién del principio activo para ejercer una acciéon efectiva.

La osmolaridad fisioldgica de la lagrima esta alrededor de los 300 mOsm/|, una osmolaridad
menor de 100 mOsm/| irrita el ojo y produce edema. La correccién de isotonicidad de los
preparados oftdlmicos se suele conseguir adicionando electrolitos entre los mas utilizados
destacan el cloruro de sodio, cloruro potasico, cloruro célcico y cloruro magnésico, aunque no

debemos olvidar que todos los componentes sélidos disueltos en el medio aportan tonicidad,
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por este motivo el ajuste isotdnico se bebe realizar una vez conocido la composicidn cuantitativa

del resto de componentes de la formulacion.

A la hora de realizar el ajuste isotonico hemos de tener en cuenta las llamadas condiciones de
isotonia, que en caso de cumplirse en nuestra formulacidon nos aseguran que el medicamento
elaborado es isoténico con el medio en cuestion. En la tabla 2 se recogen dichas condiciones y

el parametro fisicoquimico que es necesario conocer para realizar dicho ajuste.

Tabla 2. Condiciones de isotonia y pardmetros fisicoquimicos para su cdlculo.

CONDICIONES DE ISOTONIA PARAMETROS FISICOQUIMICOS
0,9 g de NaCl / 100 mL de formulacién Equivalente isotonico (E;)
0,028 Osmoles/100 mL de formualcion Factor de ionizacion (i)

Peso Molecular (Pm)

Descenso crioscopico de 0,52°C Descenso crioscopico sol 1% p/v (Ac 1% p/v)

El primer problema que se nos plantea a la hora de realizar el ajuste es determinar estos

pardmetros para cada uno de los componentes elegidos para nuestra formulacion.

En la primera condicidon necesitamos conocer el E; es decir el factor corrector para transformar
los gramos de cualquier sustancia a su equivalente en NaCl, una vez conocido este factor
sumaremos el contenido de nuestra formulacién en NaCl por 100 mL y restandolo del valor de
referencia isoténico de 0,9% p/v tendremos los gramos necesarios de NaCl por 100 mL que
deberd contener nuestra formulacién. De lo anteriormente expuesto se deduce que el Eipara el

NaCl es la unidad.

Si aplicamos la segunda condicién hay que tener en cuenta que los osmoles en solucidn de un
preparado isotdnico deben ser 0,028 Osmol/100 mL. Puesto que los Osmoles de un producto
son los moles en solucién de dicho producto, es necesario conocer el factor de ionizacidon de
cada sustancia para transformar los moles adicionados de cada sustancia (g/Pm) a moles en
solucion, es decir Osmoles mediante una simple multiplicacion (g/Pm x i). Como en el caso
anterior la suma de los Osmoles en solucién por 100 mL aportados por los componentes restado
del valor de refencia (0,028 Osmol/100 mL), nos indica el nimero de Osmol/100 mL de agente
isotonizante a adicionar, en nuestro caso NaCl. Si una sustancia no sufre procesos de ionizacion

su i es launidad.
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Por ultimo de forma similar se procederia conociendo los descensos crioscopicos de los
componentes de la formulacion. En este caso al restarlo del valor de refencia nos daria el
descenso que nos falta para alcanzar la condicidon de isotonia, una vez calculado puede ser
transformado a gramos de NaCl u Osmol por 100 mL teniendo en cuenta la siguiente relacién de

equivalencia:

0,9 g NaCl/100 mL <> 0,028 Osmol / 100 mL <> Ac 0,052°C

Caso de no disponer de los mismos parametros fisicoquimicos para todos los componentes de
la formulacién podemos usar la relacidn de equivalencia anterior para poder transformarlos y
utilizar un mismo criterio, que es justo lo que ha ocurrido en nuestro caso. En la siguiente tabla
se recogen los datos de nuestra formulacidn a partir de los cuales procedemos a realizar el

calculo de la cantidad necesaria de NaCl para conseguir que nuestra formulacidn sea isotdnica.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los componentes de la formulacion utilizados para
isotonizar 100 mL de colirio.

FORMULACION PARAMETRO FISICOQUIMICO
ACZ Pm 222,24 i=1
HPBCD Pm 1370 ..... i=1
Acido citrico 1-hidrato Ac 1% p/v = 0,100 °C (Del Pozo )
Di-sodio hidrégeno fosfato 2-hidrato Ac 1% p/v = 0,069 °C (Del Pozo)
AEDT Ac 1% p/v = 0,132 °C (Del Pozo)
Cloruro de benzalconio Ac 1% p/v = 0,091 °C (Del Pozo)

Dado que para la ACZ y la HPBCD no hemos encontrado el dato del descenso crioscépico,
tendremos que trabajar calculando los Osmoles que aportan a la disolucién y transformandolos
posteriormente a gramos de NaCl mediante la relacion de equivalencia anteriormente

comentada. Para el resto de la formulacidn calcularemos el descenso crioscépico aportado en
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funcién de su concentracién y transformaremos seguidamente dicho descenso a gramos de NaCl
de forma similar.
Seguidamente recogemos en forma de tabla resumen los diferentes calculos realizados para el

ajuste isotonico para 100 mL de formulacion:

Tabla 4. Tabla resumen con los cdlculos necesarios para el ajuste isoténico para 100 mL de

formulacion.

COMPONENTES % p/v OSMOLES g NaCl/100 mL
Acetazolamida 0,5 0.00225 0,072
HP-B-ciclodxtrina 16,5 0.01196 0,384
Acido citrico 1-hidrato e 0,0270 0,047
Di-sodio hidrégeno fosfato 2- 3,17 0,2189 0,378
hidrato
AEDT 0,1 0,0067 0,022

0,05 0,0009 0,008

Cloruro de benzalconio

Si sumamos los gramos de NaCl para 100 mL de formulacién aportados por todos los
componentes obtenemos un valor de 0,911, como dicho valor supera la condicién de isotonia
de 0,9 g de NaCl/100 mL debemos concluir que nuestra formulacidon es ligeramente hipertdnica,

por lo que no es necesario afiadir ningun isotonizante especifico.

Como indicamos anteriormente, esto no supone ningun problema pues el ojo tolera un intervalo

que oscila entre el 0,7 y 2% p/v de NaCl (Vila-Jato y cols., 1997).

Como se puede observar en la tabla 4 son dos los motivos principales que justifican este
resultado. El primero es la alta concentracién del solubilizante empleado, la HPBCD, que estd
justificada por la necesidad de solubilizacién del farmaco. El segundo es la naturaleza idnica del
tampodn elegido, en efecto la aportacion del citrico y el fosfato, los dos componentes del tampdn,

aportan casi la mitad del NaCl requerido para hacer isotdnica la formulacion,
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4.2 FORMULACION FINAL CUALI / CUANTITATIVA

Para concluir la memoria recogemos en la siguiente tabla la composicidn cuali-cuantitativa de

la formulacion planteada, asi como la funcidn de cada componente.

Tabla 5. Formulacion cuali-cuantitativa para la administracion oftdlmica de acetazolamida, y

funcion de cada componente.

FORMULACION FUNCION
Acetazolamida FARMACO 0,5
HPBCD SOLUBILIZANTE 16,5
Acido citrico 1-hidrato REGULADOR DE pH 0,27
Di-sodio hidrégeno fosfato 2-hidrato = REGULADOR DE pH 3,17
AEDT PROMOTOR DE LA ABSORCION 0,1

ANTIOXIDANTE
Cloruro de benzalconio CONSERVANTE 0,05

AGUA PURIFICADA c.s.p. 100 mL
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5 concLusioNEs

1.- Hemos elegido un colirio tipo solucidn acuosa como forma farmacéutica por su mejor
biodisponibilidad en velocidad. Para ello debido a la baja solubilidad acuosa del farmaco se
necesita la incorporacion de un agente solubilizante efectivo, y mds en concreto HPBCD al 16,5%

p/v.

2.- Los problemas de estabilidad acuosa de la ACZ hacen necesario formular nuestro colirio a un

pH 5,34 aportado por el tampdn citrico/fosfato.

3.- La baja lipofilia del fdrmaco nos condiciona a utilizar en nuestra formulacién un promotor de

la absorcidon como es el AEDTal 0,1% p/v, ensayado con buenos resultados para la ACZ.

4.- A pesar de tener la opcién de elaborar la formulacion mediante un sistema ABAK, se ha
preferido el empleo de un conservante tradicional como es el cloruro de benzalconio al 0,1% p/v
por su menor coste econdmico a la hora de una posible puesta en el mercado y por su efecto

frente a Pseudomonas aeuroginosa, potenciado por el uso conjunto con AEDT.

5.-.El ajuste isoténico de la formulacién nos muestra que es no necesario adicionar ningun

agente isotonizante especifico ya que la formulacion es ligeramente hipertdnica.

6.-Hemos decidido no utilizar ningun viscosizante especifico ya que los componentes de la
formulaciéon y en especial la HPBCD pueden aportan una viscosidad adecuada para su
administracién. Ademas su empleo puede dificultar la permeacion del farmaco y harian mas

hipertdnica la formulacion.
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