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» Resumen

Introduccion: Para que un far-
maco tenga efectividad, requie-
re alcanzar al blanco de accién
a una concentracién éptima. La
biodisponibilidad de los medi-
camentos en gotas oftdlmicas
enfrenta, como primer obstacu-
lo, cruzar barreras hidrofilicas
y lipofilicas como la cdérnea.
Ademads, la renovacién conti-
nua de la ldgrima origina una
barrera importante para preve-
nir la entrada de moléculas al
interior del ojo. Para fdrmacos
en soluciones oftalmicas se ne-
cesitan concentraciones altas
y su absorcién es mayor si el
principio activo es anfipdtico.

Objetivo: El objetivo de este tra-
bajo fue evaluar el coeficiente

» Abstract

Introduction: The effective-
ness of an active ingredient
depends of an optimal con-
centration in the target. The
bioavailability of drugs in eye
drops, have a first obstacle to
cross barriers such hydrophilic
and lipophilic as the cornea.
Moreover, the continuous tear
film replacement is an impor-
tant barrier to avoid the access
of any molecule into the eye.
Therefore, active ingredients
in ophthalmic solutions are
in high concentrations and its
absorption may be increased
due to its amphypaticity.

Objective: To evaluate the par-
tition coefficient of each com-
ponent of a fixed combination
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de particién de los componentes de una solucién of-
tdlmica en combinacién fija (brimonidina, timolol y
dorzolamida) y la concentracién maxima que se logra
en el humor acuoso (HA) para cada uno de ellos.
Métodos: El coeficiente de particién fue evaluado en
un sistema octanol-agua. La concentracion final para
cada farmaco en HA fue valorada por difusién pasiva
en modelo de conejo.

Resultados: El orden de solubilidad fue brimonidin
a>timolol >dorzolamida. Las concentraciones ma-
ximas alcanzadas en acuoso para brimonidina, dor-
zolamida y timolol fueron a los 15, 90 y 60 minutos
respectivamente. Conclusiones: La combinacién fija
de brimonidina-dorzolamida-timolol fue compatible y
biodisponible para el control y manejo de la presién
intraocular y del glaucoma.

» Introduccion

La biodisponibilidad de los fdrmacos antiglauco-
matosos en solucién oftdlmica, depende de su ca-
pacidad para atravesar la cérnea. Para lograr su
accién, es necesario alcanzar el sitio de accién
en concentraciéon optima. En el caso particular
de medicamentos tépicos oftdlmicos, el farma-
co debe cruzar barreras hidrofilicas y lipofilicas
para alcanzar el tejido blanco. El epitelio corneal y
el endotelio son barreras lipofilicas, mientras que el
estroma es solamente permeable a compuestos hi-
drofilicos. La permeabilidad a diferentes entidades
dquimicas es mayor si un fdirmaco presenta regio-
nes hidrofébicas e hidrofilicas en la misma molé-
cula. Esto es caracteristico de los 4cidos y bases
débiles, los cuales pueden existir en una forma no
ionica soluble en lipidos como en una forma iénica
soluble en agua. Ademads, la renovacién continua
de la pelicula lagrimal crea un obstdculo impor-
tante para prevenir que sustancias quimicas de
diferente indole penetren al interior del ojo. Este
razonamiento permite considerar que los princi-
pios activos en soluciones oftalmicas tienen con-
centraciones altas.!

Tanto la dorzolamida, el timolol y la brimonidi-
na son medicamentos hipotensores, cominmente
usados en el tratamiento de la hipertensién ocular
y glaucoma. La dorzoalmida ([4S,6S]-2-etilamino-
4-metil-5,5-dioxo-5\,7-ditiobiciclo[4.3.0]

Rivera-Castro JC. et al.

ophthalmic solution (Brimonidine-Timolol-Dorzolami-
de) and their maximum concentration to be reached in
the aqueous humor (HA).

Methods: The partition coefficient was evaluated by an
octanol-water system. Subsequently, the final concen-
tration of each active ingredient in aqueous humor was
evaluated in a passive diffusion in a rabbit model.
Results: The three compounds are highly soluble in
aqueous solutions in the next order, Brimonidine >Tim
olol>Dorzolamide. The highest concentrations reached
in the HA were after 15, 90 and 60 minutes to Brimoni-
dine, Dorzolamide and Timolol respectively.
Conclusions: The fixed combination of Brimonidine-
Dorzolamide-Timolol is compatible among them and
bioactive for the management and control glaucoma
and intraocular pressure.

nona-8,10-di en-8-sulfonamida), es un inhibidor
de la anhidrasa carbénica (Figura 1A), que tiene
su efecto en la inhibicién de la sintesis del bicarbo-
nato y como consecuencia, reduce la formacion del
HA. En caso del timolol (S)-1-(tert-butilamino)-3-
[(4-morfolin-4-il-1,2,5-tiadiazol-3-il) oxi] propan-2-
ol), un bloqueador adrenérgico beta (AD-f), redu-
ce la produccion del HA mediante el bloqueo de los
receptores adrenérgicos en el cuerpo ciliar (Figura
1B). La brimodinina (tartrato de 5-bromo-N-[4,5-
dihidro-1H-imidazol-2-i1] quinoxalin-6-amina), un
agonista selectivo de los receptores adrenérgicos
alfa 2 (AD-2a), (Figura 1C), disminuye la sintesis
del HA por la reduccién del AMP ciclico (cAMP) e
incrementa el flujo uveoescleral del mismo.**

En oftalmologia, la dindmica de cémo un fér-
maco llega a su blanco terapéutico es un tema
controversial, fundamentalmente por la poca ac-
cesibilidad para medir las concentraciones en las
diferentes estructuras oculares en un paciente,
adicional a su mecanismo especifico de irrigacion
sanguinea.

El paso de un soluto a través de una membra-
na, tiene como limitante la velocidad de difusion
en la bicapa lipidica, lo cual esta caracterizado por
el coeficiente de difusién. Sin embargo, una for-
ma experimental para conocer la concentracién
de un soluto en una solucién acuosa y su compar-
timiento adyacente, como lo es una membrana,
es calcular del Coeficiente de Particién entre dos
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Figura 1A. Estructuras quimicas de dorzolamaida.

Figura 1B. Estructuras quimicas de timolol.
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Figura 1C. Estructuras quimicas de brimonidina.

N

0T

M /]
Br

solventes inmiscibles. El Coeficiente de Particién
es la relacién entre la afinidad del soluto en un sis-
tema solvente/agua. Un soluto muy polar tendrd un
valor de particién muy pequefo, mientras que uno
hidrofébico tendra valores mayores que la unidad;
por lo tanto, la velocidad de difusién de un soluto,
depende proporcionalmente de la diferencia de su
concentracion. Estos datos son importantes durante

el disefio de productos de aplicacién oftdlmica ya
que ayuda a predecir su comportamiento al ser
aplicado en la superficie ocular.>*

El glaucoma es una enfermedad ocular ca-
racterizada por un patrén especifico con dano del
nervio éptico, frecuentemente asociado con el in-
cremento de presion intraocular (PIO).*” Este dafio
al nervio 6ptico, se traduce en una pérdida gra-
dual y permanente de la visién si no se trata.>*"®
Se ha estimado que hay 60.5 millones personas en
el mundo con glaucoma de 4ngulo abierto (GAA)
en 2010, y se incrementard a 79.6 millones en 2020.
El beneficio de la reduccién de la PIO en pacien-
tes con hipertensién ocular (HTO) y glaucoma
ha sido demostrado en multiples ensayos clinicos
aleatorizados.”

Los principales blancos terapéuticos para el
tratamiento del glaucoma estdn relacionados con
la inhibicién de la produccién del HA y el incre-
mento del flujo uveoescleral.>?

En este trabajo se determind el coeficiente de
particion y la concentracién médxima que se logra
en el HA de los principios activos contenidos en
una solucién oftdlmica denominada Krytantek Of-
teno® (tartrato de brimonidina 0.2%, dorzolamida
2.0% vy timolol 0.5%).

» Meétodos

Para la evaluacion del Coeficiente de Particién, se
realizé por quintuplicado (n = 5) la determina-
cién de la concentracion de los principios activos
después de mezclar 15 mL de la solucién oftdlmica
Krytantek Ofteno® y 15 mL de 1-octanol (1:1). Las
mezclas fueron agitadas durante una hora exac-
tamente con un agitador mecdnico. Después de
este tiempo, se permitié la separacién de ambas
fases, recolectdndose fase acuosa (inferior) y pos-
teriormente valorada para cada uno de los activos
indicados con anterioridad. La metodologia que se
utilizé fue desarrollada y validada internamente.
La cantidad correspondiente a la fase orgdnica fue
calculada por diferencia de lo encontrado en la so-
lucién madre, que no recibié tratamiento.

En el caso de la evaluacién de la concentra-
cién de los compuestos en el HA se usaron conejos
albinos de la raza Nueva Zelanda, machos, entre
dos y 3 kg de peso y edad entre 10 y 15 semanas.
El modelo animal fue manejado bajo condiciones
controladas de alimentacién, ciclos de luz/oscuri-
dad, acorde a las directrices de la Declaracion de la
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Tabla 1. Coeficiente de particion de brimonidina, dorzolamida y timolol contenidos en la solucidn oftadlmica Krytantek Ofteno.

L L L
Activo mg/m mo/m mg/m P'= [PAlo/([PAlaq
(original) (fase acuosa) (1-octanol)
Brimonidina 2.0957 2.0906 0.0051 0.0024
Timolol 5.1029 4.8113 0.2916 0.0606
Dorzolamida 20.6386 18.3941 2.2445 0.1220

Association for Reserach in Vision and Ophthalmo-
logy (ARVO) vy los lineamientos nacionales (NOM-
062-Z00-1999) para Uso de animales en investiga-
cién oftalmica y visual.>'°

El HA fue recolectado mediante paracente-
sis con jeringas de insulina, las muestras fueron
congeladas a -20°C, inmediatamente después de
obtenerlas y almacenadas de esta manera hasta
su anadlisis. Las muestras fueron analizadas por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
El aparato utilizado fue un Agillent 1100 con un
detector de arreglo de diodos a una longitud de
onda de 254 nandémetros (nm) para brimonidina
y dorzolamida y 295 nm para timolol. La columna
fue una Zorbax Extend C-18, con dimensiones de
4.6 x 250 milimetros (mm) y un tamafo de parti-
cula de cinco micras (j1). La fase moévil consistid
en una mezcla de acetonitrilo y amortiguador de
fosfatos en una proporcién 44,/56. El amortiguador
contenia lauril sulfato de sodio (SDS) 5 miliMolar
(mM), acidificado con 4cido fosférico a un pH de
2.50. El volumen de inyeccién fue 20 microlitros
(nL) de muestra y el automuestreador se mantuvo
a temperatura de 5°C.

El instrumento de prueba fue una solucién of-
talmica comercialmente conocida como Krytantek
Ofteno®, fabricada por Laboratorios Sophia, la cual
fue aplicada sobre la cérnea en dosis tnica de 30
pL. De acuerdo con la concentracion de cada uno
de los principios activos en el producto, las canti-
dades totales aplicadas fueron: 0.60 mg de dorzo-
lamida; 0.15 mg de timolol y 0.06 mg de tartrato
de brimonidina. Los tiempos estudiados fueron 15,
30, 60, 90, 120 y 180 min con n = 10 para cada uno
de los tiempos.

» Resultados

Coeficiente de particion: El coeficiente de particién
fue determinado con la siguiente ecuacion:

P = [PA] /[PA]
En la que [PA] es la concentracion del firmaco

en la fase organica y [PA], corresponde a la con-

centracion del fairmaco en la fase acuosa.*!!

Los resultados sefialan que los tres compuestos
son altamente solubles en soluciones acuosas en el
orden brimonidina>timolol >dorzolamida (Tabla
1). Por ello se prevé que después de la aplicacién
oftdlmica la solucién se integrard a la pelicula la-
grimal y el transporte de los principios activos a
través de la cérnea dependerd de la concentracién,
el vehiculo que contiene a los farmacos y el pH.

Un cromatograma tipo, obtenido para la deter-
minacién de los tres principios activos en el HA se
muestra en la Figura 2.

Los datos de la fraccién absorbida expresada
en porcentaje recuperado con respecto a la canti-
dad instilada para cada fdrmaco en 30 uL y consi-
derando un volumen promedio de HA de 250 pL se
muestra en la Tabla 2.

Fraccién cuantificada % =

(0.25 mL HA) 100%

ng valorado
ng dosificados

mL HA

En la Figura 3 se muestra el porcentaje recu-
perado de los principios activos en funcion de la
cantidad total administrada con respecto al tiem-
po. En la Tabla 3 y la Figura 4 se muestra la con-
centracion de los activos con respecto al tiempo
expresado en ng/ml de HA.

Cdlculo de pardmetros farmacocinéticos: Con
base en los datos previos, se calcularon diferentes
parametros farmacocinéticos, los cuales se mues-
tranenlaTabla4,endondet  (min)indica el tiem-
po donde se logra la concentracién méxima y su
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Figura 2. Cromatograma tipo obtenido por HPLC de los principios activos determinados en el humor acuoso. Se muestra a los 4.7 mi-
nutos el pico correspondiente a Tartrato de Brimonidina, a los 5.8 minutos el pico de Dorzolamida y a los 8.5 minutos se muestra el pico

de Timolol.

DAD1 A, Sig=254,8 Het=0ff (TIMOLO55\04081546.D)
DAD1 D, Sig=295,16 Ref=off (TIMOLO55\04081546.D)
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Tabla 2. Porcentajes de farmaco recuperado en el humor
acuoso.

Fraccion cuantificada (%)
Tiempo (min) Brimonidina Dorzolamida Timolol
15 0.1 0.01 0.12
30 0.10 0.01 0.13
60 0.10 0.02 0.13
90 0.07 0.03 0.09
120 0.02 0.01 0.03
180 0.01 0.01 0.01

calculo corresponde a datos interpolados de la gré-
fica; C _(ng/mL) indica la concentracién maxima
alcanzadaen el HA y su cadlculo corresponde a datos
interpolados de la grafica; K (min*) indica la cons-
tante de eliminacién del compuesto considerando
las ecuaciones para un sistema de un solo com-
partimento y primer orden de reaccién y t, , (min)
indica el tiempo en minutos de vida media para

o
]
-
(=]

min

Figura 3. Fraccion recuperada en % en tiempos especificos de
los farmacos provenientes del Krytantek Ofteno® después de la
instilacion unica en la superficie corneal.
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minutos

los fdrmacos, considerando las ecuaciones para
un sistema de un solo compartimento y primer
orden de reaccién, ABC (ng/mL-min) indica el
area bajo la curva que entrega una medida de la
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Tabla 3. Cantidades recuperadas de farmaco en humor acuoso.

Concentracion (ng/mL)
Tiempo (min) Brimonidina Dorzolamida Timolol
15 254 171 743
30 250 287 751
60 231 574 773
90 161 631 529
120 60 332 199
180 29 287 89

cantidad y el tiempo que un fdrmaco permanece
en el tejido considerando las ecuaciones para un
sistema de un compartimiento y primer orden de
reaccion.

» Discusion

Con base a los resultados de este estudio, podemos
observar que los tres fArmacos en la combinacién
fija son capaces de pasar a través de la cérnea has-
ta el humor acuoso. La concentracién relativa de
cada uno dependerd de diversas variables como: la
concentracién de los principios activos, el pH y
la composicién del vehiculo. Se determind la vida
media de los activos, los cuales fueron 46, 88 y 37
minutos para brimonidina, dorzolamida y timolol
respectivamente. Se puede observar que la bri-
monidina es un firmaco que pasa rdpidamen-
te logrando una concentracién maxima a los 15
minutos, seguido de timolol a los 60 minutos y

Rivera-Castro JC. et al.

Figura 4. Abundancia relativa de cada farmaco en el humor
acuoso con respecto al tiempo posterior a la instilacién de un vo-
lumen fijo de Krytantek Ofteno®.

Biodisponibilidad Krytantek

=8~ Brimonidina tartrato
400 =&~ Dorzolamida
=&~ Timolol

o 50 100 160 200
minutos

finalmente dorzolamida, a los 90 minutos. Como
se ha demostrado por este grupo de investigacion,
esta combinacién tiene un efecto clinico importan-
te disminuyendo la PIO en pacientes mexicanos.’
Se determind el porcentaje biodisponible de cada
uno de los farmacos en el humor acuoso con valo-
res de 0.1% para el caso de la brimonidina, 0.03%
para el caso de la dorzolamida y 0.13% para el
timolol. Estas diferencias se dan por los diferentes
coeficientes de particién, propiedades fisicoquimi-
cas y el efecto del vehiculo que las contiene. Po-
demos concluir que los tres principios activos que
contiene Krytnatek Ofteno” tienen un mecanismo
de reaccién de primer orden en su paso desde la
superficie corneal hasta el humor acuoso.

» Conclusion

Con base en los resultados de este estudio, pode-
mos observar que los tres fdrmacos en la férmula

Tabla 4. Coeficiente de particion de Brimonidina, Dorzolamida y Timolol contenidos en la solucién Oftalmica Krytantek Ofteno®.

Farmaco t . (min) C....(ng/mL) K (min-) ABC (ng/mL -min) t, , (min)
Brimonidina 15 254 0.01514 26623 46
Dorzolamida 90 631 0.00784 105422 88
Timolol 60 773 0.01875 83472 37
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de Krytantek Ofteno® son biodisponibles. Ademads
se concluye que los tres principios activos que con-
tiene Krytantek Ofteno®, tienen un mecanismo de
reaccién de primer orden en su paso desde la su-
perficie corneal hasta el humor acuoso y su bio-
disponibilidad es consistente con su efectividad
clinica.
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