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DESCRIPCION
Agentes de reticulacién mejorados de fibras de colageno para su uso en el tratamiento de la ectasia corneal

La presente invencidon se refiere al campo farmacéutico médico y, mas especificamente, al campo técnico de
composiciones oftalmicas topicas a administrar para realizar la reticulacion (CXL) del colageno corneal util en el
tratamiento del queratocono, concretamente, una formulacion mejorada de una composicién oftalmica que contiene
riboflavina incluida en ciclodextrinas que permiten una mejor penetraciéon en el estroma corneal en comparaciéon con
las composiciones de la técnica anterior.

En particular, la riboflavina se incluye en hidroxipropil-B-ciclodextrinas (HP-B-CD).

La cérnea es una barrera transparente convexa que sirve para mantener la estructura intacta del ojo y enfocar la luz
sobre la retina. La fuerza estructural, forma e integridad de la cornea se debe al colageno corneal. La resistencia de
las cadenas de colageno entrelazadas se debe a los enlaces cruzados covalentes establecidos entre y dentro de las
cadenas de colageno y entre el colageno y las glicoproteinas en la matriz. En la estructura fisiologicamente robusta
de las cérneas, la enzima lisil oxidasa realiza la reticulaciéon del colageno en un proceso llamado desaminacion
oxidativa utilizando oxigeno molecular presente en el tejido. Sin embargo, la fuerza biomecanica del colageno
corneal puede reducirse por una serie de afecciones, incluido el efecto iatrogénico de la intervenciéon quirirgica,
prétesis o medicamentos, a menudo la causa de la debilidad corneal puede ser congénita, idiopatica o debida a
causas microbianas o traumatismo. En caso de debilidad corneal, deben aplicarse y aprovecharse las estrategias de
intervencion para restablecer o mejorar la fuerza de las fibras de colageno corneal.

El fortalecimiento del colageno corneal debilitado puede realizarse por medios quimicos, fisicos y fotoquimicos. Se
han investigado medios quimicos tales como glutaraldehido, formaldehido, gliceraldehido, ribosa, glucosa y
alcoholes alifaticos beta-nitro introducidos en la cérnea. La mayoria de los métodos que utilizan dichos agentes
quimicos de reticulacién se han abandonado debido a problemas de toxicidad y eficacia. Los métodos fisicos para
fortalecer el colageno corneal incluyen el tratamiento deshidrotérmico (desecacion del agua del colageno),
calentamiento térmico y radiacion UVC o gamma. Sin embargo, muchas de estas técnicas han demostrado
inconvenientes, como la desnaturalizacién y degradacién del colageno, el dafio o la muerte de queratocitos y los
efectos secundarios potencialmente toxicos.

El método mas prometedor para reticular el colageno corneal comprometido es la reticulacion fotoquimica, que se ha
empleado en el uso clinico en humanos para el tratamiento del queratocono y la ectasia durante algun tiempo. Este
método utiliza un fotosensibilizador, generalmente monofosfato de riboflavina, y luz UVA para crear oxigeno singlete
en el colageno estromal. El oxigeno singlete reacciona para convertir las cadenas laterales de lisina de las fibrillas
de colageno en restos de alisina que se condensan espontaneamente para reticular las fibrillas de colageno.
Esencialmente, esto imita la reaccion causada por la enzima natural lisil oxidasa. Se ha demostrado que la
reticulacion fotoquimica de la cérnea detiene y revierte con éxito la progresion del colageno comprometido en el
queratocono y la ectasia, y miles de pacientes han recibido este tratamiento con pocos acontecimientos adversos
graves.

El tratamiento fotoquimico, a veces denominado terapia fotodinamica, se ve afectado por tres elementos: 1) luz de
excitacion, 2) moléculas fotosensibilizadoras y 3) oxigeno molecular. El objetivo de la reaccion quimica es producir
oxigeno singlete y la cantidad de cada una de las tres variables de la reaccion (luz, fotosensibilizador, oxigeno)
determina la velocidad y la cantidad de oxigeno singlete producido. Durante la reaccién, el oxigeno molecular en el
tejido se agota. El oxigeno molecular disponible en el tejido ha sido a menudo el aspecto mas limitante de la terapia
fotoquimica y fotodinamica. Cuando el contenido de oxigeno en el tejido es demasiado bajo, la reaccién fotoquimica
produce poco oxigeno singlete. En cambio, la reaccion convierte el agua en peroxido de hidrégeno que es citotoxico
y puede estimular la respuesta de cicatrizaciéon de la herida con consecuencias negativas. Cuando el contenido de
oxigeno en el tejido es relativamente alto, la reaccion fotoquimica produce oxigeno singlete a una velocidad que se
aproxima a 100:1 oxigeno singlete respecto al peréxido de hidrégeno. Por lo tanto, mantener el nivel de oxigeno
molecular alto es un aspecto critico de la reticulacion fotoquimica. Una rapida produccién de ROS es importante ya
que la cantidad de oxigeno disminuye con el progreso del tiempo. Cuando la solucién se calienta, se espera que la
concentracién de oxigeno disminuya a medida que disminuye la solubilidad del oxigeno a medida que aumenta la
temperatura.

La longitud de onda de la luz de excitacidon determina las caracteristicas de absorcion del fotosensibilizador. La
profundidad de penetracion de la luz UVA en la cérnea es una funcidén de la absorbancia del fotosensibilizador en
varias longitudes de onda y la concentracion y distribucién de las moléculas fotosensibilizadoras. Esta profundidad
de penetracién es un valor critico en la reticulacién de la cornea porque una penetracion muy escasa produce una
reticulacion superficial, tal vez insuficiente, y una penetracién excesiva puede dafar el endotelio.

Para la riboflavina, la absorbancia maxima se produce en el espectro de luz UV a aproximadamente 365 nm y 445
nm. En estas longitudes de onda, la luz de excitaciéon se absorbe rapidamente y penetra hasta la menor profundidad
en el tejido. La cérnea normal es nominalmente de alrededor de 500 micrémetros de profundidad, y una capa de
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células endoteliales define la parte posterior de la coérnea.

Ademas, la dinamica del procedimiento para la penetracién de la luz y la conversién de oxigeno molecular en
oxigeno singlete depende de la concentracion del fotosensibilizador en el tejido y la concentracion de oxigeno en el
tejido.

Hay varias precauciones que deben observarse cuando se utiliza luz UVA vy riboflavina para la reticulacién de la
cornea.

En primer lugar, la luz UVA puede tener efectos citotdxicos en todas las células vivas, y en particular, las células
endoteliales de la cérnea en la capa posterior de la cornea pueden ser destruidas por el exceso de luz UVA o por
especies reactivas de oxigeno (ROS).

A continuacion, la riboflavina activada puede producir peréxido de hidrégeno citotéxico si las moléculas de oxigeno
no estan disponibles. Dicho peréxido de hidrégeno citotdxico puede destruir o inactivar las células sanas. El peroxido
de hidrégeno también actia como un potente mensajero quimico a otras células para iniciar las respuestas de
cicatrizacion de heridas. Estas respuestas de cicatrizacion de heridas en la coérnea pueden provocar edema,
inflamacién y diferenciacion de los queratocitos en miofibroblastos con la produccién de tipos de colageno que no
son Opticamente transparentes. De hecho, la opacidad corneal y la cicatrizacion pueden resultar de la formacion de
miofibroblastos.

Por lo tanto, una reaccién mas rapida asegura un acontecimiento menos téxico y, en consecuencia, un mecanismo
de accion mejor y mas eficiente.

La desepitelizacion corneal se realiza para promover la infusién de riboflavina en el estroma del ojo. El
procedimiento de desepitelizacion esta destinado a garantizar que se introduzca suficiente fosfato de riboflavina en
el ojo para evitar el exceso de radiacion UVA en el endotelio. En este caso, la concentracién de riboflavina actda
como un filtro solar UVA para el endotelio mas profundo. Los acontecimientos adversos adicionales pueden incluir
infeccion/llcera postoperatoria y opacidad estromal. Algunos pacientes refieren molestias significativas, dolor y peor
vision que duran aproximadamente una semana, y una vision significativamente peor que antes del procedimiento
de reticulacion y que duran varios meses. La mayoria de los efectos secundarios adversos son el resultado de la
extirpacion quirtrgica del epitelio corneal antes de la introduccion de la riboflavina. La capacidad de predecir el
resultado clinico, es decir, la mejora de la mejor agudeza visual corregida (BCVA) de un paciente o la prevencién de
la reduccion de BCVA a largo plazo, no es alta.

En la técnica anterior, se han descrito varios compuestos alternativos para su uso para la reticulacién corneal en el
tratamiento del queratocono.

La solicitud de patente internacional. WO 2004/058289 divulga composiciones oftalmicas que comprenden EDTA,
EDTA sdédico, EDTA sal de potasio para tratar afecciones oculares de la cérnea tales como el queratocono.

Wollensak Gregor et al. en “Collagen cross-linking of human and porcine sclera”, Journal cataract and refractive
surgery, 2004, vol. 30, paginas 689-695, divulga el proceso de reticulacion de la esclerética con gliceraldehido,
glutaraldehido o riboflavina.

Spoerl E et al. en “Techniques for stiffening the cornea”, J. Refract Surg. 1999, 15: 711-713, divulga la reticulacion
corneal realizada con fotosensibilizadores, como la riboflavina, y reticuladores quimicos, como el glutaraldehido y la
solucion de Karnovsky. Filippello M. et al (Journal of cataract and refractive surgery, vol. 38, N.2 2, 2012, paginas
283-291) divulga una composicién que comprende riboflavina, EDTA, trometamina, para la reticulacién mediada por
UV de las fibras corneales en el contexto del tratamiento del queratocono. La aplicacién de un fotosensibilizador
como riboflavina-5-fosfato a un tejido, p. ej. cérnea, piel, tenddn, cartilago o hueso, seguida de fotoactivacion se
describe en la patente US-7.331.350, produciendo un sello de tejido-tejido para reparar una herida o para sellar un
trasplante de tejido. Dicho método descrito se puede aplicar a diferentes tipos de procedimientos quirdrgicos, como
la cirugia de trasplante de coérnea, cirugia de cataratas, cirugia con laser, queratoplastia, queratoplastia penetrante,
cirugia refractiva, remodelacién de la cornea.

La solicitud de patente US 2008/0015660 describe un método para realizar la oculoplastia para el tratamiento de
distrofias corneales/queratocénicas que incluyen la aplicacion de una solucién de riboflavina como fotosensibilizador
en la superficie del ojo humano e irradiar la region de tratamiento con radiacién fotoactivadora controlada.

El objeto de la solicitud de patente internacional WO 2009/001396 es una solucién ocular que contiene
aproximadamente 0,05-0,25 % p/p de fosfato de riboflavina y aproximadamente 20 % p/p de dextrano para el uso en
la técnica de reticulacion corneal para el tratamiento del queratocono. La contribucion innovadora del dextrano a esta
solucién es garantizar una buena mucoadhesividad a la superficie ocular que permita un mejor rendimiento del
contacto y, por lo tanto, de la impregnacion del estroma corneal por la solucién de riboflavina.
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La solicitud de patente europea EP 2 253 321 ha divulgado recientemente una formulacidon muy simple relacionada
con un colirio para el tratamiento de pacientes que padecen cérnea conica. En dicha formulacién, que solo contiene
riboflavina-5-fosfato, cloruro de sodio, cloruro de benzal y agua estéril, la riboflavina-5-fosfato y el cloruro de benzal,
que actian como agentes tensioactivos, facilitan la penetracion del colirio en el epitelio corneal; en comparaciéon con
los colirios estandar para el tratamiento de la cornea cénica, el producto obtenido por esta composicion descrita
tiene la ventaja de que no requiere la eliminacion del epitelio corneal.

Una solucién técnica similar se obtiene mediante la irradiacién con UV-A de una mezcla de riboflavina/colageno en
presencia de oxigeno abundante que causa una rapida reticulacion que tiene como resultado la adhesién de la
mezcla in situ, lo que lleva a la adhesion a la estructura ocular subyacente. Dicho sello de tejido de la cornea y la
esclerética se divulga en la Solicitud de Patente Internacional WO 2009/073600 con el fin de obtener un aumento
estructural del tejido ocular para estabilizar mejor las enfermedades corneales progresivas.

Para superar el problema de la eliminacion del epitelio corneal (desepitelizacion), para facilitar la absorcién de
riboflavina y la completa imbibicién del estroma corneal antes de comenzar la irradiacién con UV-A, que puede crear,
aunque raramente, complicaciones a nivel corneal, dolor, ademas de hacer mas dificil la tarea del oculista, la
solicitud internacional de patente PCT/IT2009/000392, divulga el uso de EDTA asociado a trometamina y/o uno o
mas fotopotenciadores elegidos entre: amarillo de acridina, amarillo de quinidina, azul de metileno, eritrosina, ya sea
solos 0 mezclados, con fosfato de riboflavina, para la preparacion de composiciones oftalmicas para el método de la
reticulacion corneal en el tratamiento del queratocono o de otros trastornos ectasicos para favorecer el paso de la
composicion oftalmica al estroma a través del epitelio corneal. La invencién resuelve el problema técnico de la
escasa capacidad de la riboflavina para difundirse a través del epitelio y, por lo tanto, alcanzar el estroma corneal.
De hecho, mediante la adicion de la asociacion divulgada de EDTA y trometamina, y/o uno o mas fotopotenciadores
divulgados, el compuesto a base de fosfato de riboflavina facilita la absorcién epitelial asociada a la CXL corneal,
evitando el recurso a la eliminacion del epitelio corneal, permitiendo una eliminaciéon o reduccién no invasiva de la
cérnea de la anestesia y la consiguiente curacion rapida sin dolor o posible complicacion para los pacientes.

Sin embargo, a pesar de los importantes avances en el campo relevante de las soluciones de riboflavina, todavia
existe la necesidad de composiciones oftalmicas mas eficaces liberadas para embeber el estroma corneal en la
practica de la reticulacion corneal para el tratamiento del queratocono.

Por lo tanto, seria deseable mejorar ain mas la absorcién de riboflavina, para reducir el tiempo de administracion de
riboflavina, sin requerir la eliminacién del epitelio corneal, obteniendo asi una reticulacién corneal no invasiva con la
eliminacion o reduccién de la anestesia, que no necesita una terapia postratamiento particular, sin edema debido a
la eliminacién del epitelio, y la consiguiente curacién rapida sin dolor o posibles complicaciones para el paciente.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de formulaciones alternativas de composicion de riboflavina para usarse en
la reticulacion corneal.

Hasta ahora, la mayoria de los agentes de reticulacion corneal mas eficientes emplean fosfato de riboflavina, que es
una molécula polar de carga negativa. Tal caracteristica no permite penetrar facilmente las membranas oculares. Un
mejor enfoque, o al menos una mejora del estado de la técnica actual, usaria riboflavina, que es una molécula
lipdfila, que impregna mucho mejor las membranas oculares, sin embargo, el uso de dicha molécula es muy
resistente porque esta molécula es insoluble en agua.
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La reticulacion fotoquimica inducida por el fosfato de riboflavina y la radiacion UV-A que induce la fotopolimerizacion
de las fibrillas de colageno del estroma aumenta su rigidez y resistencia a la queratoectasia progresiva del
queratocono y sigue siendo la técnica mas prometedora para reticular el colageno corneal comprometido.

La reticulacién (CXL) del colageno corneal se realiza con radiacion ultravioleta A (UVA) a 370 nm y el fosfato de
riboflavina fotosensibilizador (vitamina B2). Segun Wollensak (Wollensak, 2006), el fotosensibilizador se excita en su
estado triplete generando especies reactivas de oxigeno (ROS), que son principalmente oxigeno singlete y en
mucho menor grado radicales de aniones superdxido. Las ROS pueden reaccionar a su vez con diversas moléculas
que inducen enlaces covalentes quimicos que forman puentes entre grupos amino de fibrillas de colageno (reaccion
fotoquimica tipo Il). El efecto biomecanico se produce inmediatamente después de la irradiacion, lo que lleva a un
aumento de alrededor del 300 % de la rigidez biomecanica de la cérnea. La longitud de onda éptima de la radiacién
ultravioleta (UV) en la que la riboflavina y el fosfato de riboflavina presentan una absorcién maxima es de 370 nm.

Debido a las propiedades quimicas y fisicas peculiares de la molécula de riboflavina, tanto la estabilidad como la
degradacién son el problema mas preocupante en el campo del desarrollo de farmacos y la preparacion a base de
riboflavina.

La riboflavina y el fosfato de riboflavina son muy sensibles a la luz y a altas temperaturas, y por lo tanto, estos
factores deben considerarse cuidadosamente para garantizar su estabilidad y la actividad en las preparaciones
farmacéuticas. Se han identificado varios factores que afectan a la estabilidad de la riboflavina y su funcionalidad.
Estos factores incluyen la fuente de radiacion, la intensidad de la radiacion y la longitud de onda, el pH, la presencia
de oxigeno, la concentracién del tampoén y la fuerza idnica, la polaridad y viscosidad del disolvente, y el uso de
estabilizantes y agentes que forman complejos.

Se han realizado algunos intentos para estabilizar y proteger las moléculas fotosensibles de la fotodegradacién
debida a la exposicion a la luz, por ejemplo, combinandolas con algunos agentes absorbentes de luz, es decir,
liposomas y ciclodextrinas, segun lo propuesto por Gregoriadis y Loukas en la patente EP0762871.

Sin embargo, la necesidad de administrar una molécula altamente insoluble, como la riboflavina, pero mas lipéfila
que el fosfato de riboflavina, contrarresta su capacidad de interactuar con la luz para producir ROS que forman
puentes entre los grupos amino de las fibrillas de colageno, lo que conduce a un aumento de la rigidez de la cérnea.

Fotodegradacion

De acuerdo con los mecanismos implicados en las reacciones fotoquimicas de las flavinas, tanto los estados
singletes excitados como los tripletes excitados de la riboflavina estan implicados en las reacciones de
fotodegradacién [1].

Las reacciones fotoquimicas implicadas en la degradacién de la riboflavina se ven afectadas por varios factores,
como la fuente de radiacion, la intensidad y las longitudes de onda. De hecho, las caracteristicas de emision de la
fuente de radiacién son un factor importante que desempefia un papel importante en la fotodegradacion de la
riboflavina. En la oscuridad, la riboflavina es estable y permanece sin cambios en condiciones especificas durante
periodos prolongados de tiempo. En la forma seca, la riboflavina no se ve muy afectada por la luz, mientras que en
la soluciéon se degrada rapidamente dando diversos fotoproductos a través de una variedad de reacciones en
condiciones aerobias y anaerobias.

La fotodegradacion de la riboflavina se ve afectada en gran medida por el pH del medio y los fotoproductos asi
obtenidos también dependen del pH. Por lo tanto, el pH de la solucion tiene un efecto significativo sobre la
fotoestabilidad de la riboflavina. En condiciones de pH acido y neutro, la riboflavina se fotodegrada a lumichrome,
mientras que en medios alcalinos forma lumichrome junto con lumiflavina.

También se observd que la tasa de fotélisis de la riboflavina es mas lenta en el rango de pH de 5-6 y luego se
incrementa tremendamente (aproximadamente 80 veces) en la regién alcalina alcanzando un maximo a pH 10. Esto
es probablemente debido a la mayor reactividad del triplete de flavina en esta region [2].
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Las formas no ionizadas de riboflavina son mas susceptibles a la fotodegradaciéon en comparaciéon con las formas
ionizadas y el rango de pH 6ptimo para mantener las preparaciones de vitaminas es de 5-6.

También la concentracion de los tampones y la fuerza i6nica desempefian un papel importante en la fotodegradacién
de la riboflavina en soluciéon acuosa. Diferentes estudios han demostrado el efecto catalitico de las especies de
tampon que incluyen fosfato, sulfato, acetato y carbonato en las soluciones de riboflavina [3], mientras que el borato
y el citrato producen un efecto estabilizador [4]. Las soluciones que contienen aniones divalentes tienen la tendencia
a catalizar la fotodegradacién de farmacos al descomponer el complejo activado [5].

Ademas, la velocidad de la fotdlisis de la riboflavina se ve afectada por la polaridad del disolvente, o que causa
cambios en la conformaciéon de la cadena lateral de ribitilo que sufre degradacién [6-7]. Se ha observado que la
fotodegradacién de la riboflavina es mas rapida en disolventes organicos en comparacion con las soluciones
acuosas. Esto podria vincularse a las propiedades fisicas de los disolventes tales como polaridad, constante
dieléctrica, viscosidad, etc.

Para estabilizar la riboflavina a partir de estabilizadores de fotodegradacién, se han utilizado estabilizadores, medios
de extincion y agentes que forman complejos.

Entre los estabilizadores, el mayor efecto estabilizador se ha observado en la etilendiamina disédica (EDTA) (96,2
%), seguido de la tiourea (88,2 %), metilparabeno (86,4 %), DL-metionina (76,3 %), tiosulfato de sodio (72,9 %),
acido ribonucleico (59,3 %) y glutatiéon reducido (26,2 %). Cuando las soluciones de riboflavina se expusieron a una
luz fluorescente de 40 W (lampara fluorescente Sylvania con una intensidad mantenida a 1350 pies-candelas), se
observd que el efecto fotoestabilizante de estos agentes dependia de su concentracién, ya que se observd un
aumento del efecto con un aumento de la concentracién. De manera similar, se ha observado que el pH del medio y
las especies de tampon (por ejemplo, tampén fosfato) influyen en la velocidad de fotodegradacién de la riboflavina
en presencia y ausencia de EDTA [8].

Cuando absorbe la luz, la riboflavina pasa al estado singlete excitado y luego al estado triplete excitado. Estos
estados excitados finalmente vuelven al estado fundamental emitiendo fluorescencia, fosforescencia o calor. La
caida de estos estados al estado fundamental puede deberse a la auto-extincién de la molécula de riboflavina
(medio de extincion interno) o sus fotoproductos. A menudo, se afiaden medios de extincién externos a las
preparaciones de riboflavina para alterar el rendimiento cuantico de la fotorreaccion sin extinguir la fluorescencia de
la riboflavina [9].

El uso de diversos agentes que forman complejos es otra estrategia para fotoestabilizar la riboflavina. Se sabe que
la cafeina forma complejos moleculares con la riboflavina y, por lo tanto, disminuye su velocidad de reacciones
quimicas [10] y de fotodegradacién [11].

Se han estudiado diferentes tipos de ciclodextrinas en cuanto a la formacion de complejos con riboflavina para lograr
su estabilizacién [12-13].

e

2-Hidroxipropil- 3 -ciclodextrina
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Las ciclodextrinas son oligosacaridos con forma de toroide con superficies externas hidréfilas y una cavidad interna
lipdfila. Pueden formar complejos de inclusién huésped-hospedador con compuestos hidr6fobos que aumentan su
solubilidad [14-15]. Los estudios han demostrado que el tratamiento previo con soluciones de ciclodextrina puede
mejorar la permeabilidad corneal de algunos medicamentos como la pilocarpina [16]. Sultana et al. informaron de su
uso en formulaciones que contienen corticosteroides, cloranfenicol, diclofenaco y ciclosporina [17]. Roy et al. [18] y
Terekhova et al. han demostrado que la riboflavina puede formar complejos con ciclodextrinas; sin embargo, sus
estudios se limitaron a la dinamica de la formacion de complejos utilizando a y B ciclodextrinas.

Se han investigado los efectos de varias ciclodextrinas sobre la solubilidad y permeabilidad de la riboflavina a través
de la cornea bovina y se describen en Morris et al. 2013 [19]. Se observd que la a-ciclodextrina, y ademas la B-
ciclodextrina, incrementaba la solubilidad de la riboflavina, ofreciendo una mejora significativa en la solubilidad
acuosa de la riboflavina, pero la y-ciclodextrina y la hidroxipropil-B-ciclodextrina no aumentaron la solubilidad del
farmaco a un nivel significativo, en comparacién con su solubilidad en agua.

Las consideraciones de tamafio y las constantes de asociacidn parecen dar una explicacién razonable al
rendimiento superior de la B-ciclodextrina en la solubilizacién de la riboflavina.

La cavidad de la ciclodextrina determina qué moléculas son capaces de formar complejos de inclusion. Cuando la
cavidad es pequefia, como ocurre con la a-ciclodextrina (4,7-5,3 A), muchas moléculas de farmaco resultan
demasiado grandes para encajar y no pueden formar complejos de inclusiéon: cuando la cavidad es demasiado
grande, las moleculas de farmaco pueden estar unidas con demasiada holgura [14]. La B-ciclodextrina es adecuada
para muchas aplicaciones farmacéuticas, con un tamafo de cavidad de 6,0-6,5 A, que puede acomodar una amplia
gama de medicamentos.

Por otro lado, se determind que el tamafo de la molécula de riboflavina es 10 x 12 A, lo que es demasiado grande
para caber completamente en cualquier cavidad de ciclodextrina; sin embargo, el anillo aromatico con grupos metilo
unidos se acomodaria adecuadamente dentro de la cavidad de B-ciclodextrina y se uniria a través de una afinidad
hidréfoba débil. La cavidad de la a-ciclodextrina seria demasiado pequefia para acomodar el anillo aromatico de la
riboflavina, aunque podria ocurrir una formaciéon de complejos parcial a través de los grupos metilo. De acuerdo con
este modelo, la participaciéon de otras partes de la molécula de riboflavina, como la cadena de ribitol y el anillo de
pirimidina, es poco probable que participe en la formacion de un complejo de inclusiéon. En el caso de la y-
ciclodextrina, la acomodacion seria demasiado floja.

Permeabilidad corneal de la riboflavina.

Morris et al. investigaron el efecto de las ciclodextrinas sobre la permeabilidad de la riboflavina a través de coérneas
bovinas frescas. El estudio ha revelado que la permeabilidad de la riboflavina a través de la cérnea bovina aumenté
significativamente cuando se usaban soluciones de B-ciclodextrina en comparacién con la riboflavina en agua
desionizada, pero una HP-B- y y-ciclodextrina no ofrecié una mejora significativa en la permeacién del farmaco.

El analisis microscépico fue realizado por Morris et al. para establecer el efecto de las ciclodextrinas sobre la
integridad de la cérnea bovina fresca. Todas las muestras tratadas con a-, -, HP-B- y y ciclodextrinas muestran una
tendencia similar de aumento de la disrupcion epitelial, lo que se hace mas evidente al aumentar el tiempo de
exposicion a las soluciones de ciclodextrina.

Ademas, puede suponerse que tal capacidad de permeacién aumentada mediada por ciclodextrina puede deberse,
0 promoverse parcialmente, por la extraccion de colesterol mediada por ciclodextrina. De hecho, se ha descrito
previamente que las ciclodextrinas extraen el colesterol y otros lipidos de las membranas celulares. [20-21]. La
extraccion de colesterol de la cérnea bovina mediante soluciones de ciclodextrina que habian estado en contacto
con el tejido biolégico se confirmé mediante HPLC, lo que demuestra la extraccion de colesterol empleando B-
ciclodextrinas y HP-B-ciclodextrinas [19]. Sin embargo, el resultado ha demostrado que las HP-B-ciclodextrinas
tienen una capacidad mucho menor para extraer el colesterol que las B-ciclodextrinas, por lo que se espera que
tengan una menor capacidad de difusion y capacidad para impregnar las membranas oculares.

Sorprendentemente, el solicitante ha observado que la composiciéon oftalmica que comprende riboflavina formando
complejos en HP-B-ciclodextrinas como fotosensibilizante, aunque se hace mas estable por la formacion de
complejos, después de la irradiacion, produce una mayor cantidad de anion superéxido que la composicién que
comprende fosfato de riboflavina, actualmente utilizado en el procedimiento de reticulaciéon corneal. Ademas, aunque
la menor capacidad para extraer colesterol de las HP-B-ciclodextrinas, el solicitante ha observado inesperadamente
que los complejos HP-B-ciclodextrinas de riboflavina tienen una mayor capacidad para penetrar el estroma corneal
para realizar la reticulacién del colageno.

Sumario

Por lo tanto, el equilibrio correcto entre solubilidad, fotoestabilidad, fotodegradacién y capacidad de permeacion de la
riboflavina como fotosensibilizador para ser empleado en la reaccion de reticulacion es un elemento crucial para
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asegurar el mejor rendimiento y resultado del tratamiento terapéutico.

En particular, para lograr el mejor resultado, cuando el agente de reticulacion alcanza la superficie ocular, tiene que
ser soluble y estable y capaz de producir ROS, aunque estas dos caracteristicas técnicas parecen contrarrestarse
entre si.

El propésito de la presente invencién es proporcionar agentes de reticulacion mejorados, basados en riboflavina,
para ser administrados en la practica del tratamiento del queratocono, o de otras enfermedades corneales ectasicas,
que tienen caracteristicas mejoradas, reduciendo considerablemente el tiempo requerido para el tratamiento y
mejorar el rendimiento y los resultados terapéuticos.

El objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, proporcionar nuevas formulaciones, Utiles para el tratamiento de
la ectasia corneal, basadas en riboflavina formando complejos en soluciones de ciclodextrina, caracterizadas por
una mejor penetracién transepitelial en el estroma corneal y por una rigidez de la estructura del colageno aumentada
si se compara con la Formulaciones del estado de la técnica.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es el grafico que muestra la variacion de la absorbancia a 560 nm de la muestra de fosfato de
riboflavina + NTB cuando se activa con una intensidad de luz incidente diferente, respectivamente 99 uW/cm?,
223 pW/cm?, 633 uW/cm?2.

La Figura 2 es el grafico que muestra la variacion de la absorbancia a 560 nm de la solucion de 5'-monofosfato
de riboflavina sodica.2H20 (muestra 1) y el complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 2)
cuando se irradia con 99 uW/cm? de luz incidente.

La Figura 3 es el grafico que muestra la variacién de la absorbancia a 560 nm de la soluciéon de 5'-monofosfato
de riboflavina sodica.2H20 solucién en presencia de EDTA H4 0,100 % p/v y trometamina 0,135 % (muestra 3) y
el complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 4) en presencia de EDTA Hs 0,100 % p/v y
trometamina 0,135 % p/v cuando se irradia con 99 (uUW/cm? de luz incidente.

La Figura 4 es el grafico que muestra la variacion de la absorbancia a 560 nm de la solucion de 5-'monofosfato
de riboflavina sédica.2H20 en presencia de EDTA Hs4 0,200 % p/v y trometamina 0,235 % p/v (muestra 5) y el
complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 6) en presencia de EDTA Hs 0,200 % p/v y
trometamina 0,235 % p/v cuando se irradia con 633 pW/cm? de luz incidente.

La Figura 5 es el grafico que muestra la variacién de la absorbancia a 560 nm de la solucién de 5'-monofosfato
de riboflavina sédica.2H20 (muestra 1) y el complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 2)
cuando se irradia con 99 pW/cm? de luz incidente.

La Figura 6 es el grafico que muestra la variacion de la absorbancia a 560 nm de la solucion de 5'-monofosfato
de riboflavina sédica.2H20 en presencia de EDTA Hs 0,100 % p/v y trometamina 0,135 % (muestra 3) y el
complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 4) en presencia de EDTA Hs 0,100 % p/v y
trometamina 0,135 % p/v cuando se irradia con 633 pW/cm? de luz incidente.

La Figura 7 es el grafico que muestra la variacién de la absorbancia a 560 nm de la soluciéon de 5'-monofosfato
de riboflavina sédica.2H20 en presencia de EDTA Hs4 0,200 % p/v y trometamina 0,235 % (muestra 5) y el
complejo de riboflavina-hidroxipropil-B-ciclodextrina (muestra 6) en presencia de EDTA Hs 0,200 % p/v y
trometamina 0,235 % p/v cuando se irradia con 633 pW/cm? de luz incidente. La riboflavina-hidroxipropil-B-
ciclodextrina produce mas superéxido que la proporcién equimolar de fosfato de riboflavina

La Figura 8 es el grafico que muestra la permeacion de la riboflavina en cérneas de conejo de complejos de
riboflavina/B-ciclodextrina que comprenden una cantidad diferente de riboflavina y B-ciclodextrina,
respectivamente, (1) 0,1 % p/p de riboflavina y 2,6 % p/p de B-ciclodextrina, (2) 0,1 % p/p de riboflavinay 1,3 %
p/p de B-ciclodextrina, (3) 0,05 % p/p de riboflavina y 1,3 % p/p de B-ciclodextrina, en comparacion con la
permeacioén corneal después del tratamiento de reticulacion corneal clasico con solucién de fosfato de riboflavina
sal sédica deshidratada 0,0147 % p/p, EDTA sédico 0,1 % p/p, trometamina 0,05 % p/p instilada en los ojos
durante 15 minutos, seguida de irradiacion UV-A durante 5 minutos y eliminacion del epitelio corneal.

La Figura 9 es el grafico que muestra el efecto de los procedimientos de esterilizacion (filtracion de 0,22
micrometros, vapor a 121 °C 20 min a 1 atm) sobre la permeacién de riboflavina en cérneas de conejo de una
formulacion de complejo de riboflavina/hidroxipropil-B-ciclodextrina en comparaciéon con la permeacién de la
cornea tras el tratamiento clasico de reticulacion corneal.

La Figura 10 es la grafica que muestra el efecto de la cantidad diferente de EDTAH4 y trometamina sobre la
permeacion de riboflavina en cérneas de conejo de una formulacién de un complejo de riboflavina/hidroxipropil-p-
ciclodextrina en comparacion con la permeacién corneal después del tratamiento clasico de reticulacién corneal.

Descripcion de la invencion

En un aspecto, la presente invencidn proporciona fotosensibilizadores mejorados para ser utilizados para realizar la
reticulacién mediada por riboflavina-UV de las fibras de colageno corneal.

En una primera realizacién de tal aspecto, el fotosensibilizador es riboflavina incluida en B-ciclodextrinas
hidroxipropiladas (HP-3-CD).
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El fosfato sodico de riboflavina (peso molecular 456, cargado negativamente) es la molécula hidréfila preferente de
fotosensibilizacion y fotopolimerizacion utilizada principalmente para realizar la reticulacion corneal; sin embargo, su
alta solubilidad en agua esta asociada a una deficiente capacidad para difundir a través del epitelio y, por lo tanto,
alcanzar el estroma corneal, sin embargo la riboflavina (peso molecular 376), molécula lipéfila con mayor capacidad
de difusién a través del epitelio y, por lo tanto, que alcanza el estroma corneal, tiene una solubilidad muy baja en
agua.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos solubles en agua que consisten en seis, siete y ocho subunidades de
glucopiranosa con enlaces a(1-4), son moléculas con forma de toroide con superficies externas hidréfilas y una
cavidad interna lipéfila. Son capaces de formar complejos de inclusién huésped-huésped con compuestos hidr6fobos
que los hacen mas solubles.

Se utilizan diferentes tipos de ciclodextrinas en las formulaciones oftalmicas para mejorar la solubilidad acuosa y la
permeabilidad corneal de la riboflavina. Como se discutié anteriormente, se ha demostrado que la solucién acuosa
de B-ciclodextrina (10-30 mg/ml) puede mejorar la solubilidad de la riboflavina, mientras que los otros oligosacaridos,
incluso en concentraciones mas altas, son menos efectivos, y que la B-ciclodextrina mejora la permeabilidad de la
riboflavina, mientras que la a-ciclodextrina, la y-ciclodextrina y la hidroxipropil-B-ciclodextrina no ofrecieron una
mejora significativa en la permeacién del farmaco.

Contrariamente a lo descrito en la bibliografia, el solicitante aporta pruebas de que el complejo de inclusion de
riboflavina en hidroxipropil-B-ciclodextrina mejora la capacidad de permeacién de corneas de la riboflavina,
produciendo asi una alternativa inventiva como agente fotosensibilizador con respecto a otros complejos de
riboflavina-ciclodextrina y con respecto al fosfato de riboflavina utilizado actualmente que, como hidréfilo y con carga
negativa, no es facilmente absorbido por las membranas oculares.

De acuerdo con la invencion, la riboflavina en forma de complejo en B-ciclodextrinas hidroxipropiladas actia como
un fotosensibilizador que se usa para realizar la reticulacion mediada por riboflavina-UV de las fibras de colageno de
la cérnea.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona formulaciones oftdlmicas mejoradas adaptadas a la imbibicion
corneal asociada a la reticulacién mediada por riboflavina y radiacion UV de fibras de colageno corneal que
comprenden riboflavina en forma de complejo en B-ciclodextrinas hidroxipropiladas.

La composicién oftalmica de acuerdo con la invencién comprende ademas EDTA H4 (acido etilendiamina
tetraacético) y trometamina. Se sabe del documento W0O2010/023705 que el EDTA, o el EDTA sddico y la
trometamina forman juntos un par iénico entre el carboxilo no salificado del EDTA y la trometamina que tiene una
notable capacidad de penetracién de membrana. La contribucion innovadora e inesperada propuesta por la presente
invencion, confirmada por los datos experimentales detallados a continuacion, es que la liberacion del anion
superdxido determinada por el uso de la composicion oftalmica como fotosensibilizador depende de la cantidad de
EDTA en la formulaciéon. La cantidad de anion superdxido producido aumenta a medida que aumenta la
concentracion de EDTA.

De acuerdo con la invencion, la composicion oftdlmica desarrollada adecuadamente para realizar la reticulacion
corneal que comprende riboflavina incluida en ciclodextrinas es mas eficaz debido a su capacidad para producir una
mayor cantidad de anién superéxido que la formulacion de la técnica anterior que comprende fosfato de riboflavina
en proporcién equimolar.

La presencia de EDTA H4 mejora notablemente la capacidad de producir aniones superdxido, y dicho efecto es mas
marcado en la composicion que contiene riboflavina en forma de complejo.

La composicion oftalmica de acuerdo con la invenciéon comprende:

— complejo de riboflavina/hidroxipropil-B-ciclodextrina a una concentracion entre 2 y 3 % en peso, preferiblemente
entre 2,5y 2,9 % en peso, mas preferiblemente 2,7 % en peso;

— una cantidad de EDTA, o una de sus sales, en el rango de 0,05-0,25 % en peso total, preferiblemente EDTA, o
su sal, esta en el rango de 0,08-0,22 % en peso total;

— una cantidad de trometamina que varia de 0,12 a 0,3 % en peso total, preferiblemente de 0,134 a 0,285 % en
peso total.

En una realizaciéon particularmente preferida, la composicién oftalmica comprende EDTA H4 0,08-0,22 % en peso
total, incluso mas preferiblemente la cantidad de EDTA H4 es 0,1 % del peso total de la composicion.

La presencia de trometamina también garantiza que la formulacion esté adecuadamente tamponada para alcanzar el
valor de pH éptimo de la composicién que varia entre 6,0 y 7,3, preferiblemente entre 6,6 y 7,2.

Cabe sefalar que la composicion oftalmica puede ser hipotdnica, isoténica o incluso hiperténica debido a la adicién
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adicional y eventual de osmolito suficiente, como sales u otros agentes adecuados, para lograr el valor de
osmolaridad deseado, dependiendo del sistema en el que se encuentre la composicién al que se aplica.

La composicién oftalmica de acuerdo con la invencién comprende ademas principios activos, agentes tamponantes,
conservantes, vehiculos, diluyentes, excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones oftalmicas de la presente invencion se pueden preparar en forma técnica de colirios, gotas
oftalmicas, enjuagues oculares, pomadas y, en cualquier caso, en todas las formas técnicas farmacéuticas que
permitan una aplicacion corneal segun las técnicas conocidas.

La caracteristica técnica de la composicién de acuerdo con la invencion permite mejorar el rendimiento de la
composicién de la técnica anterior superando el inconveniente relativo debido al anion fosfato de riboflavina. De
hecho, en la técnica anterior, las composiciones oftalmicas dedicadas a realizar la reticulacién corneal con el uso de
fosfato de riboflavina garantizan un nivel aceptable de solubilidad de la molécula de riboflavina, de lo contrario no
son solubles, pero se sabe que el fosfato de riboflavina afecta adversamente a la estabilidad y la fotodegradacion,
influyendo en la produccién de ROS y en la via de la reticulacién corneal. Por lo tanto, el uso de una riboflavina en
forma de complejo en las ciclodextrinas, y en particular en HP-B-ciclodextrinas, manteniendo un buen nivel de
solubilidad y una capacidad mejorada para producir ROS, puede ser un agente alternativo y mas eficiente para el
uso en el procedimiento terapéutico de reticulacion que permite modificar los parametros de la reticulacion, la
modalidad y el tiempo de aplicacion para lograr un mejor cumplimiento para el paciente.

A continuacién se proporcionan ejemplos proporcionados a modo de ilustracién, sin que esto implique ningun limite
a la presente invencion. Otros aspectos, ventajas y modificaciones dentro del ambito de la invencién seran evidentes
para los expertos en la materia a los que pertenece la invencién.

A continuacion se presentan las formulaciones; la dosificacién de los componentes individuales se expresa en
porcentaje en peso.

Formulacion 1

Ingredientes % p/p
Complejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,134
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,6
Formulacién 2
Ingredientes % p/p
Complejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,138
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,8
Formulacién 3
Ingredientes % p/p
Compilejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,142
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,0
Formulacion 4
Ingredientes % p/p
Complejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,150
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Formulacion 4
Ingredientes % p/p
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,2
Formulacién 5
Ingredientes % p/p
Complejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,235
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,6
Formulacion 6
Ingredientes % p/p
Compilejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,242
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,8
Formulacion 7
Ingredientes % p/p
Compilejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,260
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,0
Formulacion 8
Ingredientes % p/p
Compilejo riboflavina/HP-B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1
HP-B-ciclodextrina 2,6
Trometamina 0,134
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,2

La composicion oftalmica de acuerdo con la invencién se esteriliza de acuerdo con un procedimiento estandar
conocido por los expertos, preferiblemente por filtracion o por calentamiento a 121°C, 1 atm, durante 10-15 minutos.

PARTE EXPERIMENTAL

Los datos de los estudios experimentales que muestran las principales ventajas al usar el complejo de
riboflavina/HP-B-ciclodextrina y la composicién oftalmica que comprende dicho complejo de inclusion para realizar la
reticulacion corneal realizada por el solicitante se presentan a continuacién. El trabajo experimental estuvo enfocado
a:

1. comparar la estabilidad del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina con respecto al fosfato de riboflavina a
diferentes valores de pH;

2. determinar y comparar la capacidad de producir ROS de riboflavina en el complejo HP-B-ciclodextrina con
respecto al fosfato de riboflavina;

3. evaluar la capacidad del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina de permear cérneas de conejo ex vivo.

4. comparar la capacidad del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina frente al complejo de riboflavina/B-
ciclodextrina en corneas de conejo de permear cérneas de conejo ex vivo.

11
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ESTUDIO 1 - Comparacion de la estabilidad del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina con respecto al fosfato de
riboflavina a diferentes valores de pH.

Preparacion del complejo de inclusion de riboflavina y soluciones de control

Para la inclusién de riboflavina en HP-B-ciclodexirina, se disolvieron 100 mg de riboflavina en 200 ml de agua
destilada mediante agitacién magnética durante la noche.

Se anadieron 2,6 g de HP-B-ciclodextrina y se disolvieron a 70 °C mediante rotavapor durante al menos 8 horas.

La mezcla y el calentamiento en rotavapor se repitieron dos veces mas. Se obtuvo una solucion transparente de
color amarillo intenso.

La composicién del complejo de riboflavina-HP- ciclodextrina asi obtenida se proporciona en la tabla a
continuacion.

Composicion diluida Cantidad en g % p/v
Riboflavina 0,100 0,05
HP-B-ciclodextrina 2,6 1,3
Agua destilada 200

La solucidon de riboflavina incluida en HP-B-ciclodextrina se liofilizd y el producto amarillo obtenido se utilizd para
fabricar composiciones de colirio de acuerdo con las formulaciones 1 a 8 como se describié anteriormente para
probarse en los siguientes experimentos descritos. Dichas formulaciones se compararon con composiciones de
control que tienen el mismo pH, que comprenden la misma cantidad de EDTA H4 y trometamina y en las que la
riboflavina en forma de complejo se reemplazé por fosfato de riboflavina. Las formulaciones relativas se dan a
continuacion.

Formulaciéon 1 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,134
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,6

Formulacion 2 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,138
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,8

Formulacion 3 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,142
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,0

Formulacion 4 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,150
EDTA H4 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,2

Formulacion 5 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,235
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Formulaciéon 5 ¢

Ingredientes % p/p
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,6

Formulacion 6 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,242
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,8

Formulacion 7 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,260
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,0

Formulacion 8 ¢

Ingredientes % p/p
Fosfato de riboflavina 0,126
Trometamina 0,280
EDTA H4 0,2
Agua destilada Hasta 100 g
pH 7,2

Todas las composiciones de riboflavina, tanto en forma de complejos como de control (1-8 y 1C-8C) se esterilizaron
con vapor de acuerdo con el método estandar conocido por los expertos en el campo (temperatura: 121 °C; presion:
1 atm; tiempo: al menos 20 minutos).

Para la inclusion de riboflavina en B-ciclodextrina, se siguié el mismo protocolo que para la inclusién en HP-(3-
ciclodextrina: se disolvieron 100 mg de riboflavina en 200 ml de agua destilada por agitacién magnética durante la
noche. Se anadieron 2,6 g de B-ciclodextrina y se disolvieron a 70 °C mediante rotavapor durante al menos 8 horas.

La mezcla y el calentamiento en rotavapor se repitieron dos veces mas. Se obtuvo una solucion transparente de
color amarillo intenso.

La composicién del complejo de riboflavina- ciclodextrina asi obtenida se proporciona en la tabla a continuacién.

Composicion diluida Cantidad en g % p/v
Riboflavina 0,100 0,05
B-ciclodextrina 2,6 1,3
Agua destilada 200

La solucién de riboflavina incluida en B-ciclodextrina se liofilizé y el producto amarillo obtenido se utilizé para fabricar
las composiciones oftalmicas.

Composicion diluida Cantidad en g % p/v
Riboflavina 0,100 3,7
B-ciclodextrina 2,6 96,3
Peso total de la inclusion 2,7

La formulacién de las composiciones oftalmicas que comprenden el complejo riboflavina-B-ciclodextrina se presenta
en la siguiente tabla.

Ingredientes % p/p %

Complejo riboflavina/B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,1 0,1
B-ciclodextrina 2,6 2,6
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El complejo riboflavina/B-ciclodextrina en polvo se disuelve inicialmente en la solucién, pero en aproximadamente
una hora, el producto precipita. Este comportamiento es probablemente debido a la poca solubilidad de la B-
ciclodextrina en agua, o mas concretamente, a la menor solubilidad de la B-ciclodextrina que la de la HP-B-
ciclodextrina. La solubilizacién completa del complejo riboflavina/B-ciclodextrina diluyendo el producto dos veces
hasta obtener respectivamente una concentracion final de riboflavina de 0,050 % y una concentracion final de
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Ingredientes % p/p %
Trometamina 0,134 0,134
EDTA H4 0,1 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
pH 6,8

ciclodextrina B de 1,2 % confirma la hipétesis.

A continuacién se presentan las formulaciones y las caracteristicas principales de las dos composiciones oftalmicas
que comprenden complejo de riboflavina/B-ciclodextrina que en la condicion experimental han mostrado una buena

estabilidad.

Ingredientes Cantidad en g % p/p
Complejo riboflavina/B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,050
B-ciclodextrina 1,30
Trometamina 0,134 0,134
EDTA H4 0,1 0,1
Agua destilada Hasta 100 g
Osmolalidad 26
pH antes de la esterilizacién 7,4
Esterilizacion con vapor 20 min, 1 atm, 121 °C
pH después de la esterilizacién | 7,0
Ingredientes Cantidaden g % p/p
Complejo riboflavina/B-ciclodextrina 2,7
en la que: Riboflavina 0,050
B-ciclodextrina 1,30
Trometamina 0,268 0,268
EDTA H4 0,20 0,20
Agua destilada Hasta 100 g
Osmolalidad 35
pH antes de la esterilizacién 7,0
Esterilizacién con vapor 20 min, 1 atm, 121 °C
pH después de la esterilizacién | 7,0

Determinacidn del titulo de riboflavina

La determinacién del titulo de riboflavina antes y después de la esterilizaciéon se evalué de acuerdo con el método

estandar, los resultados se muestran en las tablas a continuacion.

Tabla 1 - Titulo de riboflavina en las composiciones 1-8 que comprenden un complejo de inclusién de riboflavina y

HP-B-ciclodextrina.

Composicion Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1
1 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,134 %, atm, 121 °C 89,0
pH 6,6
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1
2 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,138 %, atm, 121 °C 89,0
pH 6,8
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1
3 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,142 %, atm, 121 °C 91.9
pH 7,0
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Composicion Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso

Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1

4 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,150 %, atm, 121 °C 93,9
pH 7,2
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina

4 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,150 %, no 98,0
pH7.2
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1

5 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 0,235 %, atm, 121 °C 96,0
pH 6,6
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1

6 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 0,242 %, atm, 121 °C 79,2
pH 6,8
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1

7 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 0,260 %, atm, 121 °C 78.6
pH 7,0
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina 20 min, 1

8 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 0,280 %, atm, 121 °C 79,0
pH 7,2
Complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-ciclodextrina

8 (0,1 % p/p-2,6 % p/p), EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 0,280 %, no 98,0
pH7,2

Tabla 2 - Titulo de riboflavina en las composiciones 1C-8C que comprenden fosfato de riboflavina en solucion

0,134 %, pH 7,2

acuosa
Composicion Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso

1C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 20 min, 1 98,5
0,134 %, pH 6,6 atm, 121 °C ’

oC Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 20 min, 1 98.2
0,138 %, pH 6,8 atm, 121 °C ’

3C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 20 min, 1 95.4
0,142 %, pH 7,0 atm, 121 °C ’

4C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 20 min, 1 96.4
0,150 %, pH 7,2 atm, 121 °C ’
Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,1 % p/p, Tris

4C 0,150 %, pH 7,2 i i no 100

5C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 20 min, 1 96.1
0,235 %, pH 6,6 atm, 121 °C ’

6C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 20 min, 1 100
0,242 %, pH 6,8 atm, 121 °C

7c Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 20 min, 1 96.5
0,260 %, pH 7,0 atm, 121 °C ’

8C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,2 % p/p, Tris 20 min, 1 98.9
0,280 %, pH 7,2 atm, 121 °C ’

8C Fosfato de riboflavina 0,126 % p/p, EDTAH4 0,2 % p/p, Tris no 98.5

El marco relativo a la estabilidad de la riboflavina incluida en la HP-B-ciclodextrina se completa con la Tabla 3, donde
se presentan los datos del porcentaje de riboflavina después de la esterilizaciéon durante tiempos prolongados a 121

°C en diferentes condiciones.

Tabla 3 - Estabilidad de la riboflavina en la inclusién de HP-B-ciclodextrina en diferentes condiciones.

En presencia de EDTAH4-Trometamina (EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,134 %)

p/p-2,6 % p/p)

Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 20 min, 1 atm, 121 °C 89,3
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 30 min, 1 atm, 121 °C 88,88
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 45 min, 1 atm, 121 °C 82,6
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En presencia de EDTAH4-Trometamina (EDTAH4 0,1 % p/p, Tris 0,134 %)
Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso
En presencia de EDTAH4 (0,1 % p/p), Tris (0,05 % p/p) y tampédn fosfato (Na2HPOa4 0,150 % p/p — NaH2PO4
0,122 % p/p)
Caracteristicas técnicas Esterilizacion Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 20 min, 1 atm, 121 °C 52,8
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 30 min, 1 atm, 121 °C 41,9
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 45 min, 1 atm, 121 °C 32,2
p/p-2,6 % p/p)
En presencia de tampon fosfato (NazHPO4 0,150 % p/p — NaH2PO4 0,122 % p/p)
Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 20 min, 1 atm, 121 °C 56,6
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 30 min, 1 atm, 121 °C 46,5
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 45 min, 1 atm, 121 °C 35,4
p/p-2,6 % p/p)
En presencia de tampdn borato (tetraborato sodico 1,40 % p/p — acido bérico 0,125 % p/p)
Caracteristicas técnicas Esterilizacion Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 20 min, 1 atm, 121 °C 72,4
p/p-2,6 % p/p)
En presencia de agua destilada
Caracteristicas técnicas Esterilizacion Riboflavina
% en peso
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 20 min, 1 atm, 121 °C 99,1
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 30 min, 1 atm, 121 °C 97,8
p/p-2,6 % p/p)
Complejo de inclusion riboflavina y HP-B-ciclodextrina (0,1 % 45 min, 1 atm, 121 °C 96,6
p/p-2,6 % p/p)

La estabilidad del fosfato de riboflavina en las composiciones oftadlmicas de control para el uso en la reticulacién
corneal, después de la esterilizaciéon durante tiempos prolongados a 121 °C y en diferentes condiciones, se muestra
en la Tabla 4.

Tabla 4 - Estabilidad del fosfato de riboflavina en diferentes condiciones.

En presencia de EDTAH4 (0,1 % p/p), Tris (0,05 % p/p) y tampédn fosfato (NazHPO4 0,150 % p/p — NaH2PO4
0,122 % p/p)

Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina

% en peso
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 20 min, 1 atm, 121 °C 67,0
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 30 min, 1 atm, 121 °C 60,0
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 45 min, 1 atm, 121 °C 50,0

En presencia de tampdn fosfato (Na2HPO4 0,150 % p/p — NaH2PO4 0,122 % p/p)

Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina

% en peso
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 20 min, 1 atm, 121 °C 65,0
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 30 min, 1 atm, 121 °C 40,0
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 45 min, 1 atm, 121 °C 39,0

En presencia de tamp6én borato (tetraborato sédico 1,40 % p/p — &cido bérico 0,125 % p/p)

Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina

% en peso
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 20 min, 1 atm, 121 °C 68,0

En presencia de agua destilada

Caracteristicas técnicas Esterilizacién Riboflavina

% en peso
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 20 min, 1 atm, 121 °C 95,0
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) 30 min, 1 atm, 121 °C 92,0
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En presencia de EDTAH4 (0,1 % p/p), Tris (0,05 % p/p) y tampén fosfato (Na2zHPO4 0,150 % p/p — NaH2PO4
0,122 % p/p)
Fosfato de riboflavina (0,1 % p/p-2,6 % p/p) | 45min, 1 atm, 121 °C_| 90,0

ESTUDIO 2 - Determinacion de la capacidad para producir ROS por la riboflavina incluida en HP-B-ciclodextrina.

La comparacion de la capacidad de producir ROS de las composiciones que comprenden fosfato de riboflavina y
complejo de inclusion de riboflavina en HP-B-ciclodextrina se llevd a cabo mediante un método para medir los
radicales de oxigeno después de la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NTB) a azul de Formazan.

La justificaciéon del método se basa en el hecho de que algunas moléculas organicas, tanto naturales como
sintéticas, cuando se irradian con una longitud de onda particular, se activan y, al interactuar con el oxigeno,
producen un anion superoxido. Concretamente, la molécula de riboflavina (fotoactivador) irradiada a 366 nm
reacciona con el oxigeno, se produce un anién superoxido que reduce el NBT (detector) a azul de Formazan, dando
como resultado una variaciéon de color de amarillo a azul, la intensidad del color azul se detecta a 560 nm. Como la
cantidad de anién superéxido producido se correlaciona con la cantidad de NBT reducido, a partir de la tasa de
absorcion de NBT reducido se obtiene la cantidad de ROS, por lo que la produccién de ROS se puede expresar
como funcién del tiempo de irradiacion (minutos).

La medicion de ROS se realiza mediante una camara de fotoactivacion que permite irradiar en condiciones
controladas las soluciones de fotoactivador y detector. Los parametros controlados son especificidad de emisién,
radiancia uniforme, intensidad de irradiacion, tiempo de irradiacion.

Configuracion de las condiciones experimentales y preparacion de composiciones de control.

Las composiciones de control experimentales se prepararon como se describe a continuacion:

Solucién madre de fotoactivador:

Solucién madre de fosfato de riboflavina dihidrato
Ingredientes % p/p
5'-monofosfato de riboflavina sédica dihidrato 0,147
NaH2P04.2H20 0,685
Na2HPO4.2H20 0,285
Agua destilada Hasta
100 g
pH 7,2

Solucién madre de detector:
Solucién madre de NBT
Ingredientes
Nitroazul de tetrazolio 61,27 mg
Agua destilada 30 ml

5'-(dihidrégenofosfato) de riboflavina, sal monosddica, muestra de control deshidratada (fotoactivador):

Se mezclaron tres mililitros de solucion madre de 5'-(dihidrégenofosfato) de riboflavina, sal monosédica con 1 ml de
agua destilada.

Muestra de control NBT (detector):
Un mililitro de solucién madre de NBT se mezclé con 3 ml de agua destilada.
Muestra de referencia:

Se mezclaron tres mililitros de solucién madre de 5'-(dihidrogenofosfato) de riboflavina, sal monosdédica
(fotoactivador) con 1 ml de solucién madre de NBT (detector).

El 5'-(dihidrogenofosfato) de riboflavina, sal monosddica, la muestra de control, la muestra de control NBT y la
muestra de referencia se irradiaron a diferentes intensidades de luz incidente (99 uW/cm?2, 223 pW/cm?2, 633 uM/cm?)
(366 nm de longitud de onda) en la camara de fotoactivacién, y se registra la absorbancia a 560 nm. Durante la
irradiacion se midié la temperatura de las soluciones. Al final de las mediciones, la temperatura de la solucién result6
haber aumentado en 0,8 °C para una mayor intensidad de luz de irradiacion incidente. Por lo tanto, razonablemente
el efecto de la temperatura es marginal en estas medidas de absorbancia.

La variacion de la absorbancia a 560 nm para las tres muestras se presenta en las siguientes tablas.
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Tabla 5 - Variacion de la absorbancia del 5'-(dihidrégeno fosfato) de riboflavina, sal monosédica, muestra de control

Tiempo min Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente
99 uW/cm? 223 pW/cm? 633 pW/cm?
Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm
0 0,008 0,008 0,008
2 0,009 0,009 0,010
4 0,009 0,010 0,013
6 0,009 0,012 0,014
8 0,009 0,012 0,015
10 0,010 0,014 0,015
12 0,010 0,014 0,016
14 0,010 0,015 0,018
16 0,010 0,016 0,019
Resultados

5 La irradiacién de la solucion que comprende solo fosfato de riboflavina no causa un cambio apreciable de la
absorcion. Esta tendencia se confirma a diferentes intensidades de luz.

Tabla 6 - Variacién de la absorbancia de la muestra de control NBT

Tiempo min Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente
99 uW/cm? 223 pW/cm? 633 pW/cm?
Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm
0 0,002 0,002 0,002
2 0,002 0,002 0,002
4 0,002 0,002 0,003
6 0,002 0,002 0,003
8 0,002 0,003 0,004
10 0,002 0,003 0,004
12 0,002 0,003 0,005
14 0,002 0,003 0,005
16 0,002 0,004 0,005
10  Resultados
La irradiacion de la solucién que comprende solo NBT no causa un cambio apreciable de la absorcion. Esta
tendencia se confirma a diferentes intensidades de luz.
15 Tabla 7 - Variacion de la absorbancia de la muestra de referencia (Fosfato de riboflavina + NTB)
Tiempo min Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente | Intensidad de luz incidente
99 uW/cm? 223 uW/cm? 633 UW/cm?
Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm Absorbancia a 560 nm
0 0,008 0,008 0,008
2 0,027 0,043 0,090
4 0,044 0,085 0,189
6 0,066 0,120 0,299
8 0,088 0,152 0,417
10 0,112 0,192 0,533
12 0,135 0,214 0,645
14 0,160 0,234 0,738
16 0,184 0,257 0,816
A absorbnz:?nma en 16 0.176 0,249 0,808
Anién supero>§|do 46,9 66,4 215.4
UM en 16 min
Anién supgromdo 203 415 13.46
uM/min
UM Anidn
superoxido 0,029 0,018 0,021
min/uW/cm?
Resultados

La irradiacion de la solucion que comprende la muestra de referencia con fosfato de riboflavina y NBT provoca un
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cambio apreciable de la absorcion. Esta tendencia se confirma a diferentes intensidades de luz y es proporcional en
la solucion irradiada a mayor potencia.

1. La muestra de referencia irradiada produce ROS, la produccién de aniones superdxido en 16 minutos
determina un cambio considerable de absorbancia;

2. La produccion de ROS es proporcional a la intensidad de la luz incidente y aumenta al aumentar la potencia de
la luz.

3. La producciéon de ROS expresada como cantidad de superdxido de anién por minuto y por unidad de
intensidad de irradiacion (uW/cm?) es bastante similar a las tres intensidades de luz aplicadas, por lo tanto, en el
experimento llevado a cabo, las concentraciones de fosfato de riboflavina y NBT estan en la proporcién correcta.

El resultado se muestra graficamente en la figura 1.

Capacidad de producir ROS por composicion que comprende complejo de inclusion de riboflavina y HP-B-
ciclodextrina - comparacion con la composicion que comprende fosfato de riboflavina.

Para comparar la capacidad de producir ROS se prepararon las siguientes composiciones:

A. En tamp6n fosfato

Muestra 1
Ingredientes % p/p
5'-monofosfato de riboflavina sédica dihidrato 0,147
Na2HPO4.2H0 0,067
NaH2PO4.2H-0 0,285
Agua destilada Hasta
100 g
pH 7,2
Muestra 2
Ingredientes % p/p
Complejo de riboflavina-HP-B-ciclodextrina que corresponde a riboflavina 2,7
0,1
Na2HPO4.2H-0 0,067
NaH2PO4.2H-0 0,285
Agua destilada Hasta
100 g
pH 7,2

Las dos muestras se irradiaron en la camara de fotoactivacion a 99 pW/cm? de luz incidente, y la absorbancia a 560
nm se registré6 de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. Los resultados de la medicién de la
absorbancia relativa se muestran en la tabla 8: La representacion grafica se muestra en la figura 2.

Tabla 8 - Comparacion de la absorbancia en presencia de tampén fosfato

Tiempo min Muestra 1 Muestra 2
0 0,008 0,008
2 0,027 0,096
4 0,044 0,156
6 0,066 0,222
8 0,088 0,291
10 0,112 0,365
12 0,135 0,434
14 0,160 0,507
16 0,184 0,674
Anién superoxido pM en
16 min 48,96 179,68
Anién superéxido pM/min 3,06 11,23
HM Anién superdxido
min/uW/em? 0,0309 0,133

Resultados

La comparacion entre la muestra 1 y la muestra 2 muestra que, en el tamp6n fosfato, la muestra 2 que comprende
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riboflavina incluida en ciclodextrinas produce una cantidad de anién superéxido superior a 3,68 veces la cantidad de
anion superéxido producida por la muestra 1 que contiene fosfato de riboflavina.

El resultado demuestra que la riboflavina formando complejo con las ciclodextrinas no solo tiene la capacidad de
producir aniéon superdxido, sino que dicha capacidad es significativamente mayor que la que tiene la relacién
equimolar de fosfato de riboflavina.

Cabe destacar que las dos composiciones comprenden una cantidad equimolar de riboflavina, por lo tanto, cualquier
diferencia en la produccion de anién superéxido se debe a una reactividad diferente relacionada con diferentes
caracteristicas técnicas de las dos composiciones.

B. En presencia de EDTA H4 0,1 % p/p - trometamina 0,134 % p/p.

Muestra 3
Ingredientes % p/p
5'-monofosfato de riboflavina sédica.2H>0 0,147
EDTA H4 0,1
Trometamina 0,135
Agua destilada Hasta
100 g
Muestra 4
Ingredientes % p/p
Complejo de riboflavina-HP-B-ciclodextrina que corresponde a riboflavina 2,7
0,1
EDTA H4 0,1
Trometamina 0,135
Agua destilada Hasta
100 g

Las dos muestras se irradiaron en la camara de fotoactivacion a 99 uW/cm? de luz incidente y la longitud de onda de
366 nm y la absorbancia a 560 nm se registr6 de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. Los
resultados de la medicion de la absorbancia relativa se muestran en la tabla 9: La representacién grafica se muestra
en la Figura 3.

Tabla 9 - Comparaciéon de la absorbancia en presencia de EDTA H4 0,1 % p/p/trometamina 0,134 % p/p

Tiempo min Muestra 3 Muestra 4
0 0,008 0,008
2 0,404 1,060
4 0,841 2,149
6 1,253 2,895
8 1,549 fuera de rango
10 2,065 fuera de rango
12 2,389 fuera de rango
14 2,689 fuera de rango
16 0,184 fuera de rango
Anién super%lr:jo UM en 16 717066 772000
Anién superéxido uM/min 44816 128667
UM Anién superoéxido
min/uW/cm? 0,450 1,299

Resultados

La comparacion entre la muestra 3 y la muestra 4 muestra que en presencia de EDTA 0,1 % y trometamina 0,135 %
(p/p) la muestra 4 que comprende riboflavina incluida en ciclodextrinas produce 2,87 veces la cantidad de anion
superoxido que la muestra 3 que comprende la fraccion equimolar de fosfato de riboflavina que no forma complejos.

El resultado demuestra que la riboflavina en forma de complejos en ciclodextrinas no solo tiene la capacidad de
producir anién superoxido (como ya se demostré en el punto A en el tampén fosfato), sino que dicha capacidad es
significativamente mayor que la ejercida por la muestra 2.

Cabe destacar que en las muestras 2 y 4 el contenido de riboflavina es el mismo; las dos muestras difieren en la
presencia de tampon fosfato (muestra 2) y EDTA - trometamina (muestra 4), por lo tanto, la presencia de EDTAH4 y
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trometamina aumenta mas de 11 -10* veces la capacidad de la riboflavina en forma de complejos para producir
ROS. Ademas, la presencia de tampo6n fosfato en la composiciéon disminuye la capacidad de producir aniones
superoéxido.

C. En presencia de EDTA H4 0,2 % p/p - trometamina 0,235 % p/p.

Muestra 5
Ingredientes % p/p
5'-monofosfato de riboflavina sédica.2H-0O 0,147
EDTA H4 0,2
Trometamina 0,235
Agua destilada Hasta
100 g
Muestra 6
Ingredientes % p/p
Complejo de riboflavina-HP-B-ciclodextrina que corresponde a 2,7
riboflavina 0,1
EDTA H4 0,2
Trometamina 0,235
Agua destilada Hasta 100 g

Las dos muestras se irradiaron en la camara de fotoactivacion a 99 uW/cm? de luz incidente a 366 nm de longitud de
onda y la absorbancia a 560 nm se registré de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. Los resultados
de la medicion de la absorbancia relativa se muestran en la tabla 10: La representacion grafica se muestra en la

figura 4.

Tabla 10 - Comparacién de la absorbancia en presencia de EDTA H4 0,2 % p/p/trometamina 0,235 % p/p

Tiempo min Muestra 5 Muestra 6
0 0,008 0,008
2 0,544 1,072
4 1,109 2,125
6 1,511 2,900
8 1,945 fuera de rango
10 2,080 fuera de rango
12 2,305 fuera de rango
14 2,800 fuera de rango
16 3,051 fuera de rango
Anién superdxido uM en 16 min 813600 773328
Anién superéxido uM/min 50850 128888
KM Anién superdxido
min/uW/cm? 0,514 1,302

Resultados

La comparacion entre la muestra 5 y la muestra 6 muestra que en presencia de EDTA 0,2 % y trometamina 0,235 %
(p/p), la muestra 6 que comprende riboflavina incluida en ciclodextrinas produce 2,53 veces la cantidad de anion
superoxido que la muestra 5 que comprende fosfato de riboflavina que no forma complejos.

El experimento descrito en el punto A-C se repiti6 usando fotoactivacion a 633 pW/cm? de intensidad de luz
incidente. Los resultados de las mediciones de absorbancia se muestran en la tabla 11 - 13 y se muestran

graficamente en las Figuras 5-7.

Tabla 11 - Comparacion de la absorbancia en presencia de tampén fosfato

Tiempo min Muestra 1 Muestra 1
0 0,008 0,008
2 0,090 0,167
4 0,189 0,364
6 0,299 0,575
8 0,417 0,797
10 0,533 1,010
12 0,645 1,215
14 0,738 1,426
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Tiempo min Muestra 1 Muestra 1
16 0,816 1,630
Anién superg])?:gjo uMen 16 2176 4347
Anién superéxido uM/min 13,6 27,2
MM Anién superdxido
min/uW/cm? 0,0215 0,0429
Tabla 12 - Comparacién de la absorbancia en presencia de EDTA H4 0,1 % p/p/trometamina 0,135 % p/p
Tiempo min Muestra 3 Muestra 4
0 0,008 0,008
2 1,217 3,046
4 2,255 fuera de rango
6 3,306 fuera de rango
8 fuera de rango fuera de rango
10 fuera de rango fuera de rango
12 fuera de rango fuera de rango
14 fuera de rango fuera de rango
16 fuera de rango fuera de rango
Anién superoxido pM al final de
la reaccion 881,6 812,3
Anién superéxido uM/min 146,9 406,1
KM Anién superdxido
min/uW/cm? 0,232 0,641
Tabla 13 - Comparacién de la absorbancia en presencia de EDTA H4 0,2 % p/p/trometamina 0,235 % p/p
Tiempo min Muestra 3 Muestra 4
0 0,008 0,008
2 1,710 3,068
4 3,004 fuera de rango
6 fuera de rango fuera de rango
8 fuera de rango fuera de rango
10 fuera de rango fuera de rango
12 fuera de rango fuera de rango
14 fuera de rango fuera de rango
16 fuera de rango fuera de rango
Anién superoxido pM al final de
la reaccion 8011 818,1
Anién superodxido pM/min 133,5 409,1
MM Anion superdxido 0210 0646

min/pW/cm?

Resultados

El experimento ha demostrado que también después de la fotoactivacion por 633 pW/cm: de intensidad de luz
incidente, la muestra que comprende riboflavina incluida en ciclodextrinas produce un anién superéxido en mayor
cantidad que la muestra que contiene fosfato de riboflavina; sin embargo, la intensidad de la luz incidente es tan alta
que la reaccién debe detenerse después de 4-6 minutos.

En conclusién, un complejo de riboflavina incluido en HP 3-CD cuando se irradia con cualquier intensidad de luz (99,
223, 669 pW/cm?), tanto en presencia como en ausencia de EDTA, produce mas anion superdxido que la solucién
de fosfato de riboflavina equimolar irradiada a la misma intensidad de luz en presencia o ausencia de EDTA.

ESTUDIO 3 - Determinacién de la capacidad de permeacién ex vivo en ojo de conejo. Comparacion del complejo
riboflavina/HP-B-ciclodextrina frente al complejo de riboflavina/B-ciclodextrina.

Para cada punto experimental se usaron dos conejos (Nueva Zelanda, 2-2,5 kg, macho, 9 semanas) (cuatro 0jos).
Los conejos se anestesiaron mediante inyeccion intramuscular de una mezcla de clorhidrato de tiletamina y
clorhidrato de zolazepam (Zoletil 100®, Virbac, Milan); a continuacién los conejos se sacrificaron mediante
administracion intravenosa de 0,3 ml/kg de Tanax® (Intervet ltalia, Milan).

El enucleado ocular se realizd inmediatamente después del sacrificio; los ojos explantados se colocaron

verticalmente sobre un soporte adecuado; en la superficie del ojo se colocé un “anillo de silicona corneal” que
actuaba como un depésito de las formulaciones de riboflavina probadas. En dicho depésito, se afiade 1 ml de la
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formulacion de riboflavina a analizar.

Con el fin de identificar los parametros Optimos de las formulaciones que tienen las caracteristicas técnicas
requeridas para determinar la mejor permeacién de la cérnea con riboflavina, se han realizado varios experimentos.
Como control, la permeacién de riboflavina obtenida con una solucién de riboflavina, indicada como C, (sal sodica
deshidratada de fosfato de riboflavina 0,0147 % p/p, EDTA sdédico 0,1 % p/p, trometamina 0,05 % p/p) se instila en
los ojos durante 15 minutos seguidos por radiacion UV-A durante 5 minutos y la eliminacion del epitelio corneal
(denominado procedimiento Epi-off) como se describe en el documento WO 2010/023705.

Las cérneas explantadas se almacenan a -20 °C antes de proceder con el analisis cuantitativo por HPLC/MS-MS.

En el momento del andlisis cuantitativo, las corneas de conejo se descongelaron, se pesaron, se cortaron y se
homogeneizaron en hielo con Ultra-TURRAX® y luego se sonicaron en una solucion de acetonitrilo:agua bidestilada
(50:50) para extraer la riboflavina y finalmente se centrifugaron durante 15 minutos. Min. a 10.000 rpm y a una
temperatura de 4 °C.

El analisis de HPLC/MS-MS se realizé mediante el sistema de HPLC Agilent serie 1100 acoplado a un
espectrémetro de masas triple cuadrupolo Agilent 6410.

Los parametros de HPLC se presentan a continuacion.

Articulo Descripcion
Columna analitica Phenomenex, Kinetex, 4,6 x 50 mm, 2,6 um, C8 HILIC
Precolumna Phenomenex, Gemini-NX, 4 x 2,0 mm
Temperatura del horno de la columna 25 °C
Solucién de HPLG (A) Solucién de tampdn de formiato de amonio 100 mM pH 3,2
Solucién de HPLGC (B) Acetonitrilo
Composicion de la fase movil A =10%
B =90%
Caudal 0,1 ml/min
Temperatura del inyector automatico +4 °C
Volumen de inyeccion 20 pl
Tiempos de retencién Aproximadamente 0,5 minutos
Tiempo total de ejecucién 3 minutos

Espectrometria de masas

A. La deteccion se hace en el modo de ion positivo mediante una interfaz API/ESI y control de la reaccion multiple
(MRM)

Transiciones de masa: 377 — 243 m/z para riboflavina

B. Las condiciones de operacién y los parametros de la EM se describen a continuacién:

Parametros de la EM
Temperatura del gas 350 °C
Flujo de gas 6 I/min
Nebulizador 2,06 bar
Capilar 3500 V
Energia de colisién 30V
Tiempo de permanencia 200 mseg
Fragmentador 160

Los experimentos llevados a cabo y las formulaciones de riboflavina probadas relativas se presentan a continuacion.
Experimento 1 - Absorcion corneal del complejo riboflavina/B-ciclodextrina

C - fosfato de riboflavina sal sédica deshidratada 0,0147 % p/p, EDTA so6dico 0,1 % p/p, trometamina 0,05 % p/p,
instilado en los ojos durante 15 minutos, seguido de irradiacién UV-A durante 5 minutos y eliminacion del epitelio
corneal;

1 - complejo de riboflavina/B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, B-ciclodextrina 2,6 %) en EDTA 0,1 % p/v,
trometamina 0,05 % p/v (dicha composicién no es soluble, el complejo precipita);

2 - complejo de riboflavina/B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, B-ciclodextrina 1,3 %) en EDTA 0,1 % p/v,
trometamina 0,05 % p/v (dicha composicién permanece en solucién durante un breve tiempo, después de lo cual
el complejo precipita);

3 - complejo de riboflavina/B-ciclodextrina (riboflavina 0,05 % p/v, B-ciclodextrina 1,3 %) en EDTA 0,1 % p/v,
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trometamina 0,05 % p/v (Figura 8).
Experimento 2 - Absorcidén corneal del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina

C - fosfato de riboflavina sal sédica deshidratada 0,0147 % p/p, EDTA soédico 0,1 % p/p, trometamina 0,05 % p/p,
instilado en los ojos durante 15 minutos, seguido de irradiacion UV-A durante 5 minutos y eliminacion del epitelio
corneal;

1 - complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, HP-B-ciclodextrina 2,6 %) en EDTA H4 0,1
% p/v, trometamina 0,134 % p/v, esterilizado por filtracion, pH 7,4;

2 - complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, HP-B-ciclodextrina 2,6 %) en EDTA H4 0,1
% p/v, trometamina 0,134 % pl/v, esterilizado a 121 °C, pH 6,8 (Figura 9).

Experimento 3 - Absorcion corneal del complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina con una concentracion mas baja
de HP-B-ciclodextrina.

C - fosfato de riboflavina sal s6dica deshidratada 0,0147 % p/p, EDTA sédico 0,1 % p/p, trometamina 0,05 % p/p,
instilado en los ojos durante 15 minutos, seguido de irradiacién UV-A durante 5 minutos y eliminacion del epitelio
corneal;

1 - complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, HP-B-ciclodextrina 1,2 % p/v) en EDTA H4
0,1 % p/v, trometamina 0,134 % p/v esterilizado a 121 °C, pH 7.0;

2 - complejo de riboflavina/HP-B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, HP-B-ciclodextrina 1,2 % p/v) en EDTA 0,1
% p/v, trometamina 0,134 % p/v esterilizado a 121 °C, pH 7.0 (Figura 10).

Resultados

La determinacion de la capacidad de permeacion ex vivo en el ojo de conejo, ha confirmado que las formulaciones
en las que la riboflavina forma complejos en la HP-B-ciclodextrina son mas efectivas tanto en la capacidad de
absorcion como en la estabilidad. El mejor resultado se obtiene utilizando el complejo de riboflavina en el complejo
HP-B-ciclodextrina (riboflavina 0,1 % p/v, HP-B-ciclodextrina 2,6 %) en EDTA H4 0,1 % p/v, trometamina 0,134 %
p/v. Ademas, la esterilizacién por calentamiento de la composicién usada parece mejorar el rendimiento de la
composicion en comparacion con la esterilizacién por filtracion.

Conclusion

Los resultados generales del estudio permiten concluir que la composicién oftalmica desarrollada adecuadamente
para realizar la reticulacién corneal que comprende riboflavina incluida en las HP beta ciclodextrinas es mas efectiva
debido a su capacidad para producir una mayor cantidad de anion superéxido que la formulacién de la técnica
anterior que comprende fosfato de riboflavina. De hecho, inesperadamente se ha demostrado que el tampén fosfato
disminuye la capacidad de producir aniones superéxido, mientras que hasta ahora se sabia que la presencia de
fosfato podria disminuir la estabilidad de la riboflavina, pero no hubo indicios sobre el efecto en la producciéon de
superoxido, lo que es fundamental para la reticulacion corneal de fibras de colageno en el tratamiento de la ectasia
ocular.

La caracteristica técnica de la composicién de acuerdo con la invencion permite mejorar el rendimiento de la
composicién de la técnica anterior superando el inconveniente relativo debido al anion fosfato de riboflavina. De
hecho, el grupo fosfato de la riboflavina en la composicién oftalmica es necesario para la solubilidad de la molécula,
de lo contrario no es soluble, pero afecta negativamente a la estabilidad y la fotodegradacion del mismo, lo que
influye en la produccién de ROS y en la via de la reticulacién de la cérnea.

La presencia de EDTA H4 mejora notablemente la capacidad de producir aniones superdxido, y dicho efecto es mas
marcado en la composicién que contiene riboflavina en forma de complejo; ademas, esta capacidad se puede
modular modificando la concentracion de EDTA y Tris.

Por lo tanto, como se demostré6 ampliamente, el complejo de inclusién de riboflavina en HP-B-ciclodextrina es un
agente fotosensibilizador mejorado en la reticulacién mediada por riboflavina-UV de las fibras de colageno corneal y
las composiciones oftalmicas que lo comprenden permiten superar algunos inconvenientes de las composiciones de
la técnica anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Complejo de riboflavina en B-ciclodextrinas hidroxipropiladas para el uso en el tratamiento médico como
fotosensibilizador en la reticulacion mediada por riboflavina-UV de las fibras de colageno corneal.

2. Complejo de riboflavina en B-ciclodextrinas hidroxipropiladas para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para
la preparacién de composiciones oftalmicas para realizar la reticulacion corneal favoreciendo el paso de la
composicion oftalmica al estroma a través del epitelio corneal en el tratamiento del queratocono u otros trastornos
ectasicos.

3. Complejo de riboflavina en B-ciclodextrinas hidroxipropiladas para el uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y
2, en el que el complejo comprende 0,05 % p/v de riboflavina 'y 1,3 % p/v de B-ciclodextrinas hidroxipropiladas.

4. Una composicion oftalmica caracterizada por el hecho de que comprende el complejo de riboflavina en
hidroxipropil-B-ciclodextrina, EDTA H4, o una de sus sales, y trometamina, y que tiene un valor de pH que varia
entre 6,0y 7,3.

5. Composicién oftalmica de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el complejo de riboflavina en hidroxipropil--
ciclodextrina varia entre 2 y 3 % en peso total, el EDTA H4, o una de sus sales, varia entre 0,05 y 0,25 % en peso
total y la trometamina varia entre 0,12 y 0,3 % en peso total.

6. Composicion oftalmica de acuerdo con las reivindicaciones 4 y 5, en la que el complejo de riboflavina en la
hidroxipropil-B-ciclodextrina varia entre 2,5y 2,9 % en peso total, el EDTA H4, o una sal del mismo, varia entre 0,08
y 0,22 % en peso total y la trometamina varia entre 0,134 y 0,285 % en peso total.

7. Composicion oftalmica de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 6, que tiene la siguiente formulacion:

- complejo de riboflavina en hidroxipropil-B-ciclodextrina 2,5-2,7 % en peso total,
- EDTA H4 0,1 % en peso total,

- trometamina 0,130-0,150 % en peso total,

- agua destilada hasta equilibrio.

8. Composicion oftalmica de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 7, que comprende ademas principios activos,
agentes tamponantes, conservantes, vehiculos, diluyentes, excipientes farmacéuticamente aceptables.

9. Composicién oftalmica de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 8 en la forma técnica de colirio, gotas oftéimicas,
enjuague ocular, pomada y en todas las formas farmacéuticas que permiten una aplicacion corneal segun las
técnicas conocidas.

10. Una composicién oftalmica caracterizada por el hecho de que comprende el complejo de riboflavina en
hidroxipropil-B-ciclodextrina, EDTA H4, o una de sus sales, trometamina, y que tiene un valor de pH que varia entre
6,0 y 7,3 para el uso en el tratamiento del queratocono o de otros trastornos ectasicos por reticulaciéon corneal para
favorecer el paso de la composicién oftalmica al estroma a través del epitelio corneal.
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