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RESUMEN

Obijetivos: El propésito de este estudio es determinar la
estabilidad de la solucion de fenilefrina al 1,5% en suero
fisioldgico y solucién salina balanceada expuesta a dife-
rentes condiciones ambientales mediante un método de
analisis electroquimico.

Material y métodos: La eleccién de las condiciones del
ensayo se realiz6 segln las recomendaciones de las guias
de armonizacién ICH sobre estabilidad y pruebas de nue-
vas sustancias y productos. Ademas de la cuantificacion
de la concentracién de fenilefrina mediante un método
de analisis electroquimico se realizaron controles de os-
molaridad, pH y analisis microbiolégicos de la formula-
cion.

Se prepararon 4 lotes de 5 unidades de fenilefrina en solucién
salina balanceada y fenilefrina en una disolucién de cloruro
sodico 0,9%. Se sometieron a distintas condiciones ambien-
tales: temperatura ambiente (25°C+2°C/humedad relativa
60%5%), frigorifico (5°C+3°C) y congelador (-20°C+5°C).

Las determinaciones se realizaron inmediatamente, 1, 4y 6
meses después de la preparacion.

Resultados: No se detect6 ninglin cambio significativo en
la concentracién, entendido como una variacién superior
al 5% de su valor inicial. Ademas no se observaron dife-
rencias en atributos fisicos.

Los valores de pH mas adecuados se obtuvieron con solu-
cién salina balanceada manteniéndose constantes durante
todo el estudio. No se observaron diferencias significativas
en la osmolaridad entre las preparaciones.

Todos los cultivos microbiolégicos resultaron negativos.
Conclusién: La formulacién de fenilefrina 1,5% en BSS
presenta valores mas adecuados de pH para la adminis-
tracién intracamerular.

Durante un periodo de 6 meses no se detectaron variacio-
nes superiores al 5% en la concentracion de fenilefrina me-
diante el método propuesto, no existiendo diferencias
significativas entre la conservacion a temperatura ambiente,
en nevera o congelador.
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Stability of phenylephrine 1,5% for intracamerular use

SUMMARY

Objective: The purpose of this study
is to determine the stability of a solu-
tion of 1.5% phenylephrine in so-
dium chloride 0.9% and balanced
salt solution (BSS) under different en-
vironmental conditions using a me-
thod of electrochemical analysis.
Material and methods: The study
conditions were defined according to
the recommendations of the ICH sta-
bility guidelines. In addition to the
quantification of the concentration of
phenylephrine, osmolarity, pH and
microbiological analysis of the formu-

lations were assesed.

4 batches of 5 units of each formula-
tion were manufactured. They were
preserved under different environmen-
tal conditions: room temperature
(25°C+2°C/60%RH+5%), refrigerator
(5°C+3 °C) and freezer (-20°C+5°C).
Determinations were made immedia-
tely, 1, 4, and 6 months after the pre-
paration.

Results: No significant changes in con-
centration, understood as a variation
of more than 5% from its initial value
was detected. In addition there were
not differences in physical attributes.

The most suitable pH values for oph-
thalmic application were obtained
with BSS, remaining constant throug-
hout the study. There were no signifi-
cant differences in osmolality between
preparations. All microbiological cul-
tures were negative.

Conclusion: The formulation of 1.5%
phenylephrine in BSS presents most
suitable pH values for the intracameru-
lar administration.Variations exceeding
5% in the concentration of phenyleph-
rine were not detected during a period
of 6 with the proposed method.
There are no significant differences bet-
ween the conservation at room tempe-
rature, in the refrigerator or freezer.

Key Words: Phenylephrine, drug stability, ophthalmology, drug formulation.

INTRODUCCION

El sindrome del iris flacido intraoperatorio IFIS, de sus si-
glas en inglés, (intraoperative floppy-iris syndrome), es un
comportamiento anémalo del iris durante la intervencion
de cataratas, aunque también se han descrito casos du-
rante trabeculectomfas. El IFIS se caracteriza por la triada:

e Ondulacién del iris en respuesta a las corrientes del
liquido intraocular.

* Propension al prolapso hacia las incisiones.

e Miosis intraoperatoria progresiva a pesar del uso de
midriaticos preoperatorios.

En el 2002 se describieron los primeros casos de iris fla-
cido. En 2005 Chang y Campbell establecieron la relacion del
IFIS con los antagonistas de los receptores adrenérgicos o.1'.

El mecanismo por el que se podria presentar el IFIS es el
bloqueo competitivo de los receptores adrenérgicos alfa-1a
presentes en el misculo dilatador del iris. Su bloqueo impide
la contraccién muscular, provocando por tanto miosis.

Los pacientes bajo tratamiento con Tamsulosina presen-
tan una mayor incidencia de IFIS (43-90%), siendo ademas
mas grave, aunque también se produce con otros antago-
nistas o como: alfuzosina, doxazosina y terazosina. La
mayor relacién con la Tamsulosina se produce por su mayor
afinidad por el RAala. Recientemente también se ha aso-
ciado este sindrome con el tratamiento con risperidona?.

En la literatura se han descrito casos de IFIS hasta tres
afos después de haber suspendido el tratamiento con
Tamsulosina. La persistencia de IFIS tras suspender el tra-
tamiento sugiere una atrofia muscular semipermanente y
pérdida de tono muscular. Se desconoce el tiempo nece-
sario para que se produzcan estos cambios musculares.
Parece que este sindrome ocurre de 4 a 6 meses tras el
inicio del tratamiento con bloqueantes o adrenérgicos’.

El sindrome de Iris flacido se asocia a un mayor riesgo
de complicaciones quirdrgicas, principalmente a ruptura
de la capsula posterior y trauma del iris.

Existen distintas estrategias de manejo del IFIS, que se
pueden dividir en 2 categorias:

e Farmacoldgicas: Fenilefrina o epinefrina intracame-
rular y atropina tépica pre-operatoria.

e Mecénicas: Viscoelasticos, ganchos retractores de
iris o anillos de expansién pupilar.

Los farmacos intracamerulares presentan varias ventajas
sobre el resto de medidas por ser mas simples, menos trau-
maticos y mas rapidos.

La fenilefrina es un agonista adrenérgico utilizado en
oftalmologia tanto en colirio como en inyeccién intraca-
merular. Presenta un mecanismo de accién mixto. Actla
estimulando directamente los receptores adrenérgicos e
indirectamente liberando las catecolaminas existentes en
las terminaciones adrenérgicas.

Se ha evaluado la eficacia de diferentes concentracio-
nes (0,3-1,5%), pero la fenilefrina 1,5% ha sido més es-
tudiada tanto en cirugia de cataratas no-IFls como en la
IFIS asociada a la utilizaciéon de ARAx135.

Lorente en su estudio sobre la profilaxis del sindrome
de iris flacido con fenielfrina confirma que, al contrario
que la epinefrina intracamerular, la fenilefrina 1,5% intra-
camerular revierte la miosis y el prolapso de iris intraope-
ratorios. Ademads concluye que, aunque la fenilefrina
intracamerular revierte el IFIS, es mas adecuada la admi-
nistracién preoperatoria profilactica ya que se consigue
un mayor diametro pupilar y se evita la atrofia del iris se-
cundaria al prolapso.

En la formulacién de las soluciones intracamerulares se
debe tener en muy cuenta el pH y la osmolaridad para no
dafar las células endoteliales. El pH del humor acuoso esta
en torno a 7,2 y su osmolaridad entre 300 y 310 mOsm/kg.

Estudios in vitro demuestran que fuera del rango de
pH de 6,5 a 8,5 se producen alteraciones tanto funcionales
como estructurales en la cérnea. Un pH extremo causa
dafio celular directo y ruptura de las uniones estrechas,
perdiendo asi la funcién de barreras. En cuanto a la osmo-
laridad, la cérnea puede soportar de 200 a 400 mOsm/kg
sin marcada toxicidad celular. Sin embargo, se producen
variaciones en el grosor corneal con soluciones hipo/hi-
perténicas, siendo la osmolaridad ideal de 300 mOsm/kg’.
Se han descrito, incluso, casos de sindrome téxico del
segmento anterior por utilizar soluciones con valores in-
adecuados de pH u osmolaridad®. Ademas las formulacio-
nes deben estar libres de particulas en suspension.

La fenilefrina 1,5% para administracién intracamerular
no esta disponible comercialmente por lo que se prepara
como férmula magistral.




Por este motivo se decidié realizar un estudio para de-
terminar la estabilidad de la solucion de fenilefrina al
1,5% en suero fisiolégico y solucién salina balanceada ex-
puesta a diferentes condiciones ambientales mediante un
método de analisis electroquimico.

MATERIAL Y METODOS

Como diluyentes de la fenilefrina hidroclruro (Acofarma,
Espana) se utilizaron NaCl 0,9% (Suero Fisiolégico Braun,
B Braun Medical) y solucién salina balanceada (BSS, Alcon
Laboratories, UK) en funcién de datos publicados previa-
mente®1°.

Se prepararon 4 lotes de cada formulacién de 5 unida-
des, diluyendo la fenilefrina en el disolvente correspondiente
con posterior filtracion esterilizante (Filtro Millex GP 0,22um,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y envasado en viales to-
pacio de vidrio tipo | de 5 ml, con tapén de caucho y cépsula
de aluminio. Como control se utilizé fenilefrina 1,5% en so-
lucién salina tamponada con tampén citrato, elaborada en
una farmacia de elaboracién a terceros. Cada solucién fue
etiquetada con su composicion y tiempo de muestreo.

La eleccién de las condiciones de conservacién se rea-
liz6 segln las recomendaciones de la Conferencia Inter-
nacional sobre armonizacién de requisitos técnicos para
el registro de productos farmacéuticos de uso humano
(ICH, de sus siglas en inglés). Siendo las siguientes:

e 25°C+2°Cy 60%+5% de humedad relativa.

e 5°C+3°C.

® -20°C+5°C.

Los analisis se realizaron el dia de la preparacion (t),
1,4y 6 meses después (t;, t; y tg).

No se realizé ningun test de fotoestabilidad por ser
conocida la degradacién de la fenilefrina por exposicion
alaluz.

Desarrollo del método electroquimico de analisis

Se desarrollé un método de analisis electroquimico para
la deteccién de fenilefrina. Se realizé una caracterizacion
electroquimica mediante voltamperometria ciclica y pos-
teriormente se optimizaron los parametros de deteccion
de la especie para realizar la curva de calibracién en las
condiciones 6ptimas de medida.

Se observé un proceso de oxidacién a = 0,55V. Esta
corriente de oxidacién se usé como sefial analitica para
el desarrollo del método de andlisis.

El nuevo método de analisis electroquimico (voltam-
perometria de pulso diferencial) se validé respecto a va-
loracién potenciométrica (Crison Instruments S.A.) asi
como a absorbancia (monocromador Ocean Optics
USP2000+, celda de disefio propio, paso 6ptico 1 cm),
métodos estandar''. La fenilefrina control se consider6 el
patrén de referencia (Tabla 1).

Para valorar la especificidad del método y comprobar
si los posibles productos de degradacién interfieren con la
sefial analitica de la fenilefrina se decidi6 hacer un estudio
de degradacién acelerada. Se prepararé una disolucion de
fenilefrina 1,5% en BSS, se filtrd a través de un filtro Millex
GP de 0,22 mcm y se envasé en diferentes viales. Estos via-
les se conservaron bajo las siguientes condiciones:

* Congelador y protegido de la luz (T° <-20 °C).

* Frigorifico y protegido de la luz (T° 2-8°C).

e T* ambiente y protegido de la luz (T* 20-25°C).

e T* ambiente expuesto a la luz (T* 20-25°C).

e T? 40°C.

Las medidas se realizaron tras someter durante 7 y 15
dias los distintos viales en estas condiciones de almacena-
miento. Como referencia se tomo la sefial de fenilefrina a T

Al no observarse disminucién de la concentracién de fe-
nilefrina durante los 15 dias se decidié realizar una oxidacién
electroquimica de una disolucién 1T mM de fenilefrina por
aplicacién de un potencial de oxidacién de 1,5V durante di-
ferentes tiempos. Con el fin de asegurar que los productos
de oxidacién electroquimica no se depositan sobre la super-
ficie activa del electrodo, la oxidacion se llevo a cabo con una
celda electroquimica diferente a la de medida (cambiando
el electrodo de trabajo para cada medida) (Figura 1).

La intensidad correspondiente a una concentracion
de fenilefrina T mM disminuy6 al aplicar un potencial de
oxidacién a mayores tiempos (Tabla 2).

Para evaluar la repetitividad del método se realizaron
todas las medidas analiticas por triplicado. Siento en todos
los casos la variabilidad igual o menor al 3%.

Para establecer la reproducibilidad de las condiciones
de andlisis se realizaron calibraciones por operadores di-
ferentes a partir de disoluciones de fenilefrina patrén pre-
paradas por cada operador en dias distintos (Tabla 3).

Para comprobar la robustez de las medidas, se lleva-
ron a cabo medidas de diferentes concentraciones del
rango lineal variando el valor del pH o de la fuerza i6nica
de la disolucién reguladora.

La desviacion de las medidas al variar la fuerza i6nica
o el pH de la disolucién reguladora es similar a la desvia-
cién de las medidas al realizar cuantificaciones por quin-
tuplicado de una concentracién de fenilefrina en las
mismas condiciones de andlisis. Las variaciones en fuerza
i6nica y pH no parecen tener un efecto resefiable en la
sefial analitica demostrando la robustez del método.

Ademas de comprobar la concentracién de fenilefrina
en los diferentes preparados farmacéuticos asi como su
evolucién en funcién de las condiciones de almacena-
miento y el medio de disolucion, se estudié la evolucién
en el tiempo de otros parametros tales como la osmola-
ridad (Osmostat® OM-6020, Kyoto, Daiichi) y el pH
(pHmetro Crison Instruments S.A.). Todas las determina-
ciones analiticas se realizaron por triplicado.

La estabilidad fisica se constat6 por observacién directa
sobre fondo blanco y negro, valorandose en cada obser-
vacion color, precipitacion y turbidez de las soluciones.

Para evaluar la limpidez se realiz6 el ensayo de parti-
culas subvisibles descrito en la Real Farmacopea Espafiola
por el método de recuento de particulas al microscopio.

La validacién de la técnica aséptica se realizé de forma pre-
via al estudio. Ademas se realizaron controles microbiolégicos
ambientales tanto por contacto como por sedimentacion.

Se realiz6 un control de esterilidad del producto final
en todos los lotes. Para los cultivos bacteriolégicos se
sembraron las muestras en placas de agar sangre y agar
chocolate (Becton Dickinson GmbH, Germany), leyén-
dose a las 72 horas. Para el control micolégico se sem-
braron las muestras en agar Sabouraud durante 14 dias.

Se consideraron “cambios significativos” en la prepa-
racion durante el tiempo del estudio:

1. Un cambio del 5% en la concentracién respecto a
su valor inicial.

2. No cumplir los criterios de aceptacion para el as-
pecto y atributos fisicos (color, turbidez, precipitacion...).

3. No cumplir con el criterio de aceptacién de pH
(6,5-8,5).
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Tabla 1
Métodos de analisis empleados en la cuantificacion de fenilefrina

Equivalencia entre volumen NaOH
0,TM etandlico y mg de fenilefrina

Especie Método Caracteristicas analiticas
Fenilefrina Valoracién potenciométrica (DER 0-2%) E(mV)=-988,57V (mL)+675,75;

Absorbancia en HCI0,01M
A=269-271 nm

r2=0,9211
0,05-TmM; Abs=1,56C(mM)+0,054;
0,05mM r2=0,999

(DER=11%)

Voltamperometria de pulso diferencial; 0,005-0,2mM; 1(uA)=193,47C(mM)-0,1237;
electrodos de carbono 0,005mM r2=0,999
(DER=1%)
DER: desviacién estandar relativa. Abs: absorbancia.
Figura 1

Resultados obtenidos por voltamperometria ciclica tras oxidacion electroquimica de una disolucion 1 mM
de fenilefrina por aplicacion de un potencial de oxidacion de 1,5V durante diferentes tiempos
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RESULTADOS

- Estabilidad quimica

Durante todo el tiempo del estudio las condiciones ambien-
tales se mantuvieron dentro de los limites establecidos.

La concentracion de fenilefrina se mantuvo dentro del
margen del 95-105% tanto en las muestras de BSS como
en las de NaCl 0,9%, no observandose diferencias entre
la conservacion a temperatura ambiente, en frigorifico o
en congelador. Se observé que en algunas determinacio-
nes la concentracion medida era superior a la basal. Lo
que puede ser debido a fenémenos de evaporacion.

- pH y osmolaridad
Las medias de los valores de pH sélo se mantuvieron
dentro del rango establecido (6,5-8,5) en el caso del

BSS. Resultando mas acidas (5-6) para la soluciéon de
NaCl 0,9%.

La osmolaridad media de las preparaciones de NaCl
0,9% fue de 416+£16 mOsm/kg, en el caso de BSS de
42415 mOsm/kg y en la fenilefrina de referencia de
277,8+1,4 mOsm/kg.

- Estabilidad fisica
Durante el periodo de estudio no se observaron cambios
en los atributos fisicos: color, turbidez o precipitacién.

Los preparados cumplieron el ensayo de particulas
subvisibles para preparaciones inyectables establecido en
la Real Farmacopea Espafiola.

- Estabilidad microbiolégica
Todos los cultivos microbiolégicos resultaron negativos.




DISCUSION
En el presente trabajo se ha desarrollado un
método analitico para la cuantificaciéon de

fenilefrina en preparados farmacéuticos mas
sencillo que los disponibles actualmente y

con buenos resultados. El método analitico
es novedoso pero ha sido validado frente a

espectrofotometria, método utilizado ya en
trabajos anteriores para la determinacién de

fenilefrina en estudios de estabilidad'®'2
pese a ser la cromatografia liquida de alta

resolucién la mas empleada®'3'4.
En trabajos publicados previamente

Tabla 2
Intensidad medida a distintos tiempos
Tiempo de oxidacion 1.5V 1 (uA)
0s 25.870 pA
600 s 18.946 pA
1200's 8.406 pA
1800's 5.834 PA

para demostrar que el método (HPLC) era

indicador de estabilidad se adicioné a la so-

lucién de fenilefrina NaOH 1 N en ebullicién disminu-
yendo de esta manera entre un 10% y un 30% la sefial
de la fenilefrina y apareciendo sefiales nuevas®'3. En otro
trabajo las muestras fueron sometidas a condiciones dras-
ticas como hidrélisis acida (HCI 3 N), hidrélisis basica
(NaOH 3 N) y oxidacién (H202) y expuestas a la luz du-
rante 3 dias. Sélo se pudo apreciar una ligera degradacién
por la disminucién de la altura de los picos y la aparicién
de pequefios picos en el cromatograma secundarios
como posibles productos de degradacién'.

En nuestro caso la exposicion a la luz no produjo varia-
ciones significativas en la degradacién del principio activo
por lo que se decidi6 oxidar la muestra evidenciandose una
disminucién de la concentracién de fenilefrina sin aparecer
interferencias por los productos de degradacién. Por lo que
se podria asumir que el método es indicador de estabili-
dad.

Estudios previos habian demostrado la estabilidad du-
rante al menos 84 dias a temperatura ambiente de una
solucion de fenilefrina hidrocloruro en cloruro sédico
0,9% (2,5 mg/ml), aunque no se demostré que el mé-
todo fuera indicador de estabilidad. Gupta describe que
la degradacion de fenilefrina diluida en NaCl 0,9% (0,2 y
0,1 mg/ml) y conservada en bolsas de PVC es menor al
1% en 14 dias y Kiser demuestra una estabilidad de 30
dias de una solucién de fenilefrina 100 mcg/ml en NaCl
0,9% conservada tanto a temperatura ambiente, como
en frigorifico o congelador y expuesta a la luz.

En el trabajo de Gonzélez Rodriguez presentado en el
Congreso de la SEFH 2009, se encuentra que la estabili-
dad de la fenilefrina 1,5% en solucion salina balanceada
(BSS) es de 3 meses, siendo mayor cuando se conserva
refrigerada? 1013,

En el presente estudio se establece que la fenilefrina
disuelta en BSS o en NaCl es estable hasta 6 meses bajo
diferentes condiciones ambientales, sin embargo es im-
prescindible resaltar que pese a que se haya constatado
la estabilidad quimica durante ese periodo es necesario
realizar controles microbiolégicos de las preparaciones
para poder dar una estabilidad superior a 24h a tempe-
ratura ambiente, 3 dias en nevera o 45 dias congelado a
-20°C, que se asignarian siguiendo las recomendaciones
de capitulo 797 de la farmacopea americana por ser una
preparacion de riesgo alto.

Los resultados de pH obtenidos resultaron similares a
los publicados por Kiser en el estudio de estabilidad de
fenilefrina hidrocloruro en jeringas de polipropileno y
Gonzélez Rodriguez. Los valores de pH mas adecuados se
obtienen con BBS situandose en 7 su valor medio.

Segun los datos de Gonzalez Rodriguez la osmolari-
dad de la fenilefrina 1,5% en agua era de 225 mOsm/kg,
mientras que en NaCl 0,9% y en BSS era 400 y 410
mOsm/kg respectivamente por lo que en nuestro estudio
fueron estos dos disolventes los elegidos para la prepara-
cién intracamerular. Los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio siguen en la linea de los publicados con
anterioridad; el rango de osmolaridad obtenido va de 390
a 440 mOsm/kg, a pesar de que los valores elevados se
relacionan en parte con la evaporacién de la muestra por
el cambio de temperatura, parecen demasiado elevados
para la administracién intracamerular, en la que la osmo-
laridad 6ptima se sitla en torno a los 300 mOsm/kg. Por
lo que son necesarios mas estudios que permitan lograr
una osmolaridad mas fisiolégica, manteniendo el pH en
torno a 7 y sin afectar a la estabilidad fisico-quimica de la
preparacion.

Tabla 3
Correlaciones obtenidas por dos operadores diferentes en diferentes dias

Rango de medida N° de puntos Curva de correlacion r2
0,0025mM-0,25mM N=6 I(HA)=129+5 C(MM)+0,60,6 0,996
0,0025mM-0,25mM N=6 I(HA)=139+6 C(MM)+0,6£0,6 0,996
0,0025mM-0,25mM N=8 I(uA)=137£9 C(MM)+1,5+0,9 0,985
0,005mM-0,25mM N=5 (uA)=142£5 C(MM)+0,47£0,6 0,998

0,01mM-0,5mM N=7 I(pA)=120£12 C(MM)+8+2 0,975
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CONCLUSION

En la preparacion de fenilefrina 1,5% para inyeccion in-
tracamerular se considera mas conveniente el uso de BSS
como disolvente por presentar valores mas adecuados de
pH para la administracién intracamerular.

La solucién es estable quimicamente durante un pe-
riodo de 6 meses, no existiendo diferencias significativas
entre la conservacion a temperatura ambiente, en nevera
o congelador. Son necesarios mas estudios para ajustar la
osmolaridad a 300 mOsm/kg.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener
conflictos de intereses.
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