2.6.6.7.   local tolerance

2.6.6.7.1 Local Tolerance of dexamethasone

Borgmann et al.13 have evaluated the toxicity of dexamethasone in rabbits following topical ocular instillation of dexamethasone alcohol and dexamethasone-21-tertiary butyl acetate at concentrations of 0.2, 0.1, 0.01, and 0.001 %. The eye drops were instilled daily at 0.1 ml/eye 5 times for 21 consecutive days. Each group consisted of 10 rabbits (5 males and 5 females). The dose-dependent changes for each compound were:

· lipid and glycogen infiltration of liver;

· hydropic changes of liver;

· vacuolation and multifocal hepatic necrosis of liver;

· atrophy of Peyer's patches of intestine;

· white pulp atrophy of the spleen ;

· atrophy of the adrenal cortex.

No pathological changes were detected in the other examined tissues (brain, heart, lung, thyroids, kidney, pancreas, gonads, gallbladder, skeletal muscle, urinary bladder, eye). Guzelian et al46 have established that the adult rat hepatocyte produces collagen under conditions of primary monolayer culture or under pathologic conditions in vivo.

During the initial 3 days of incubation of hepatocytes in serum-free culture medium, collagen synthesis represented only 0.01%-0.05% of the synthesis of noncollagen proteins. Thereafter, rates of collagen synthesis rose dramatically, and after 9 days of incubation were increased approximately 10-fold in cultures derived from normal hepatocytes and 30-fold in cultures derived from regenerated liver. The spontaneous increase in the rates of collagen synthesis was almost completely blocked (94%) when cultures were incubated for 8 days in medium containing 10-7 M synthetic dexamethasone.

Dexamethasone did not affected the synthesis of non-collagen proteins. Inhibition of collagen synthesis by dexamethasone exhibited a sigmoidal dose-response curve with 50% inhibition observed at a concentration of 10-9 M. Collagen synthesis decreased similarly by other glucocorticoids (hydrocortisone, methylprednisolone, triamcinolone, prednisone at concentration of 10-6 M) but not by other hormonal or non-hormonal steroids (progesterone, estradiol, testosterone, at concentration of 10-5 M. These authors excluded an increase of collagen degradation by demonstrating that dexamethasone failed to increase the incorporation of radioactive proline into trichloroacetic acid-soluble radioactive hydroxyproline. Exposure of hepatocytes to dexamethasone during the first 48 h of incubation produced inhibition of collagen synthesis in 9-day-old cultures, even though wash-out studies with [3H]-dexamethasone revealed negligible retention of the steroid by the cells. This observation suggests that among the initial, culture-adaptive responses of the hepatocyte are glucocorticoid-sensitive events that culminate in increased rates of collagen synthesis. Therefore, glucocorticoids may be natural suppressors of the hepatocyte potential to produce collagen.

2.6.6.7.2 Local Tolerance of Netilmicin

Guzzon (Guzon V., Study Number 19829, Essex Italia, 1982) has administered 0.3% Netilmicin eye drops and ointment to albino New Zealand rabbits and to Beagle dogs. Test items were administered in the conjunctival sac of the right eye for 22 consecutive days. Eye drops and ointment containing 0.3% netilmicin did not cause any ocular irritation during the 21 days treatment.

No conjunctival and corneal lesions were observed at the end of the treatment. No lesions of the ocular fundus were found. Ocular reflexes were not modified.

All animals survived and showed a body weight increase similar to controls treated with a vehicle. No significant alterations of the principal haematological and clinical chemistry parameters were detected.

Netilmicin was not detected (by a sensitive RIA method) neither in aqueous humour nor in plasma the day after the last treatment.

In the preliminary assays, direct application of netilmicin powder in the conjunctival sac (100 mg) was well tolerated causing only a moderate and transient conjunctival redness.

2.6.6.7.3. Local Tolerance of dexamethasone/netilmicin fixed combination

The tolerance of eye drops containing a fixed combination of 0.3% netilmicin and 0.1% dexamethasone following repeated ocular administration was investigated by the Applicant in the rabbit over a period of at least 28 days (Study Number: RTC 9684) (Tabulated section 2.6.7.16). The study was performed in 2 groups, each of 4 male and 4 female. The effects of 4 daily administrations of medicinal product were evaluated compared to the effects of 4 daily administrations of the placebo. This study was carried out in compliance to:

· "GoodLaboratory Practice Regulations" of the U.S. Food and Drug Administration, Code of Federal Regulations, 21 Part 58, 22 December 1978 and subsequent revisions;
· Decreto Legislativo 27 Gennaio 1992 n. 120 published in the Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana 18 Febbraio 1992;

■
Adoption of the Commission Directive of 18 December 1989 adapting to technical progress the Annex to Council Directive 88/320/EEC on the inspection and verification of Good Laboratory Practice (90/18/EEC) and subsequent revisions. Commission Directive 1999/11/EC of 8 March 1999 adapting to technical progress the principles of good laboratory practice as specified in Council Directive 87/18/EEC.

2.6.6.7. МЕСТНАЯ ПЕРЕНОСИМОСТЬ
2.6.6.7.1 Местная Переносимость дексаметазона

Боргманн и др.13 провели оценку токсичности дексаметазона у кроликов, проведя местную глазную инстилляцию дексаметазонового спирта и дексаметазон-21-трет-бутилового ацетата в концентрации 0.2, 0.1, 0.01, и 0.001 %. Глазные капли были инстиллированны ежедневно по 0.1 мл/глаз 5 раз в течение 21-дневного курса. Каждая группа состояла из 10 кроликов (5 самцов и 5 самок). Изменения, зависящие от дозы для каждого подопотного были:

■ инфильтрация липидов и гликогена в печени;

■ отечные изменения печени;

■ вакуолизация и многофокальный гепатальный некроз печени;

■ атрофия Пейеровых бляшок кишечника;

■ атрофия белой пульпы селезенки;

■ атрофия коркового вещества надпочечников.
Никаких патологических изменений не было обнаружено в остальных исследованных тканях (мозга, сердца, легких, щитовидной железы, почек, поджелудочной железы, гонады, желчного пузыря, скелетной мышечной ткани, мочевого пузыря, глаз). Гузелиан и др.46 установили, что гепатоциты взрослой крысы производят коллаген при условиях первичного однослойного выращивания или при патологических условиях внутри живого организма(in vivo).
В течение первых 3 дней инкубации гепатоцитов в бессывороточной среде выращивания, синтез коллагена составлял всего 0.01 %-0.05 % от синтеза неколлагеновых белков. После этого, скорость синтеза коллагена резко возросла, а через 9 дней инкубации, были зафиксированы 10-кратные увеличения в культурах, полученных от нормальных гепатоцитов, и 30-кратные в культурах, полученных от регенерации печени. Резкое повышение скорости синтеза коллагена было почти полностью блокировано (94 %), через 8 дней инкубации культур в среде, содержащей 10-7 M синтетического дексаметазона.
Дексаметазон не сказался на синтезе неколлагеновых белков. Ингибирование синтеза коллагена дексаметазоном представляет сигмоидальную кривую реакций на дозы с 50%-ым ингибированием, наблюдаемым при концентрации 10-9 М. Синтез коллагена снизился аналогично другим глюкокортикоидам (таким как гидрокортизон, метилпреднизолон, триамцинолон, преднизон при концентрации 10-6 M), но не другим гормональным или негормональным стероидам (как прогестерон, эстрадиол, тестостерон, при концентрации 10-5 м. Эти авторы исключили рост деградации коллагена, демонстрируя, что дексаметазон не смог увеличить объединение радиоактивного пролина с трихлоруксусным кислоторастворимым радиоактивным гидроксипролином.
Подверженность гепатоцитов дексаметазону в течение первых 48 часов инкубации произвело ингибицию синтеза коллагена в 9-дневных культурах, хотя, что эксперименты с [3H] - дексаметазоном показали незначительное задержание стероида в клетках. Это наблюдение позволяет предположить, что среди первых, культуро-адаптируемых гепатоцитных реакций - чувствительные к глюкокортикоиду результаты, которые достигают своего апогея при увеличении скорости синтеза коллагена. Таким образом, глюкокортикоиды могут быть естественными подавителями потенциала гепатоцитов для производства коллагена.
2.6.6.7.2 Местная переносимость нетилмицина

Гуззон (Guzon V., Исследование Номер 19829, Эссекс Италия 1982) применял 0.3%-е глазные нетилмициновые капли и мазь к Ново-Зеландскому кролику-альбиносу и к собакам породы Бигль. Испытуемые препараты применялись на конъюнктивальном мешке правого глаза в течение 22-х дней подряд. Глазные капли и мазь, содержащая 0.3% нетилмицина не вызывали никакого глазного раздражения в течение 21-дневного курса лечения.

По окончанию курса лечения не было обнаружено никаких конъюнктивальных и роговичных поражений. Также не наблюдалось никаких изменений глазного дна. Глазные рефлексы не были изменены.

Все животные выжили и показали увеличение массы тела, схожее с подопытными использованных в качестве транспортного средства (ездовых). Не было обнаружено никаких существенных изменений основных гематологических и клинико-химических параметров.

Нетилмицин не был обнаружен (чувствительным методом РИА) ни во внутриглазной жидкости, ни в плазме на следующий день после последней обработки.

По предварительным анализам, прямое применение порошка нетилмицина в конъюнктивальном мешке (100 мг) хорошо переносится, вызывая только умеренное и временное конъюнктивальное покраснение.
2.6.6.7.3. Местная Переносимость фиксированного сочетания дексаметазона/нетилмицина 

Преносимость глазных капель, содержащих фиксированного сочетания 0.3 % нетилмицина и 0.1 % дексаметазона после неоднократных глазных применений, была проверена Заявителем на кроликах в течение минимум 28 дней (Исследование номер: RTC 9684) (Таблица 2.6.7.16). Исследование было выполнено в 2 группах, каждый из 4 мужчин и 4 женщин. Эффекты 4 ежедневных администраций лекарственного препарата были оценены по сравнению с эффектами 4 ежедневных администраций плацебо. Это исследование было выполнено в соответствии с:

■ Стандартом GLP («Good Laboratory Practice») о надлежащей лабораторной практике Управления по контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных препаратов США, Кодексом Федеральных Предписаний, 21 Части 58, от 22 декабря 1978 и последующими изменениями;

■ Правительственным Постановлением от 27 января 1992г. (Decreto Legislativo 27 Gennaio 1992 n. 120) опубликованном в газете "Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana" 18-го февраля 1992г.;

■ Утверждением Директивы Комиссии от 18 декабря 1989, с учетом технического прогресса в Приложении к Директиве Совета 88/320/EEC об инспекции и проверке надлежащей лабораторной практики (90/18/EEC) и последующих изменений. Директива Комиссии 1999/11/EC от 8 марта 1999 с учетом технического прогресса, принципов надлежащей лабораторной практики, как определено в Директиве Совета 87/18/EEC.
