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. INTRODUCCION

La produccion y abasto de leche se considera una
prioridad nacional [1], por lo que se debe evitar en la medida de
lo posible todas aquellas enfermedades que afecten su calidad y
rendimiento. La produccion mundial de leche de bovino en el afio
2015 fue de 803 millones de toneladas [2], de las cuales México
representa 1.4%, lo que lo convierte en el noveno productor de
leche a nivel mundial y el tercero de América Latina [3]. En
términos monetarios esto representa mas de 66 mil millones de
pesos y aproximadamente el 0.36% del PIB [4].

Los paises con mayor productividad de leche de bovino
son Estados Unidos, Japén y Canada con un promedio de 9.69
toneladas anuales por cabeza de ganado. México tiene una
productividad casi cinco veces menor, de tan sé6lo 1.84 toneladas
por cabeza de ganado [3].

Entre de las principales causas que influyen en el volumen
de produccién de leche se encuentran la raza de bovino, el
manejo de los animales (alimentacioén, hormonas, intervalo de
ordefo) y las enfermedades [5]. Los problemas de salud mas
frecuentes en el ganado bovino tanto en rebafio pequefio,
mediano y grande son la mastitis, cojera e infertilidad. Dentro
de los problemas de salud mencionados el mas frecuente es la
mastitis con casi 95% de los hatos infectados [6]. Esta
enfermedad se define como una inflamacion de la glandula
mamaria debida principalmente a infecciones causadas por

bacterias [7].
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Las pérdidas econdmicas ocasionadas por la mastitis
ascienden a una tercera parte de la produccion potencial debido
a la produccion lactea perdida durante el periodo de retiro (70%
de las pérdidas), costo de las vacas desechadas por eliminacion
prematura, monto de leche desechada y otros como el
tratamiento y gastos veterinarios [8, 9].

Cabe destacar que el enfoque principal para el control de
la mastitis debe ser la prevencion mediante la aplicaciéon de
vacunas y la implementacién de practicas de higiene, reservando
el uso de agentes antimicrobianos Unicamente para los casos
clinicos que lo requieran. El uso indiscriminado de antibi6ticos
puede llevar a la aparicién de cepas resistentes provocando el
desuso de farmacos recién introducidos al mercado y forzando
la busqueda de nuevas alternativas [10].

En el tratamiento de esta enfermedad se han utilizado
antibioticos por via parenteral y no parenteral, siendo la més
utilizada la via intramamaria, la cual consiste en insertar la
canula de una jeringa directamente en el canal del pezén [10,
11]. Estos antibidticos pueden pertenecer al grupo de las
penicilinas, cefalosporinas, aminoglucésidos, macrdlidos,
lincosamidas, tetraciclinas, sulfas y fluorquinolonas, entre otros
[12].

La enrofloxacina es una fluorquinolona de amplio espectro
usada contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y
micoplasmas [13]. Uno de los principales problemas de este

farmaco es su baja solubilidad en agua (0.60 mg/mL) lo que
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induce la formacibn de cristales disminuyendo Ila
biodisponibilidad y por ende reduciendo la eficacia terapéutica.
Con el fin de solucionar esta situacion se pueden utilizar diversas
alternativas: formacion de sales, seleccidén de polimorfos, ajuste
de pH, cocristalizacion, cosolvencia, uso de tensoactivos,
ciclodextrinas, disminucibn de tamafo de particula vy
dispersiones solidas [14]. En el caso de la enrofloxacina se puede
formar un complejo de clorhidrato de enrofloxacina
recristalizado, lo cual permite incrementar su solubilidad casi 20
veces (10.42 £+ 0.96 mg/mL) [15].

Existen en el mercado formulaciones con enrofloxacina
como principio activo para el tratamiento de infecciones en
bovinos por via parenteral (Baytril®, Enroflox®) y tabletas
orales para otras infecciones en perros y gatos (Zobuxa™) [16].
Sin embargo, en México Unicamente se tiene registrado un
medicamento con clorhidrato de enrofloxacina para
administracién parenteral (Enrofloxacina 10% Sanfer®) [17,
18] ya que ésta se encuentra bajo patente por los doctores
Héctor Salvador Sumano Loépez y Lilia Gutiérrez Olvera de la
Universidad Nacional Autbnoma de México [15].

El uso de clorhidrato de enrofloxacina por via
intramamaria implica la administracion directamente en el sitio
de infeccion, permitiendo alcanzar concentracién efectiva de
manera casi inmediata y buena distribucion en la ubre. Sin
embargo, en infecciones avanzadas donde la inflamacion es

intensa, la secrecion de pus dificulta la administracion vy
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distribucion del farmaco, por lo que se recomienda las vias
intravenosa e intramuscular en infecciones avanzadas y la via
intramamaria para infecciones en etapa temprana [11].

El objetivo de este trabajo es desarrollar una suspension
de clorhidrato de enrofloxacina para administracion
intramamaria en el tratamiento de la mastitis bovina mediante
un enfoque basado en la calidad por disefio (Quality by Design,
QbD), el cual consiste en desarrollar un producto farmacéutico a
partir de la construccion previa del perfil de calidad, basandose
en un analisis de riesgos que toma en consideracién las
caracteristicas de los materiales y procesos que impactan
directamente en la calidad del producto, asi como las
necesidades del cliente [19]. La principal ventaja que ofrece QbD
consisten en disminuir la ocurrencia de no conformidades
mediante una férmula y proceso de fabricaciébn robustos y
controlados, lo cual asegura la calidad y eficacia de los productos

farmacéuticos [20].
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1. MARCO TEORICO

11.1. Mastitis

La mastitis es una enfermedad que afecta la glandula
mamaria en los bovinos, ocasionando una inflamacion en los
tejidos y como consecuencia un déficit en la produccién de leche
[21].

La enfermedad puede ser causada por factores fisicos
(falta de higiene), mecéanicos (mal ordefio) y microbiolégicos.
Entre los principales patégenos que causan la mastitis se
encuentran las bacterias Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia
coli, Clostridium  perfringens, Staphylococcus  aureus,
Mycoplasma bovis, Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas
sp., Klebsiella sp.; algas como Prototheca sp.; Hongos como
Aspergillus fumigatus, Trichosporon, Candida sp.; y levaduras

como Cryptococcus neoformans [21, 22].

11.1.1 Tipos de mastitis

> Mastitis subclinica

Se caracteriza por no presentar signos visibles de la
enfermedad, observando como Udnico comportamiento una
reduccion en la produccién de leche, asi como un aumento en la
produccion de células soméaticas. Entre los principales patégenos
causantes de éste tipo se encuentran los Staphylococcus y

Streptococcus [21].
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Mastitis clinica
Es la mas grave de las dos ya que los sintomas se
presentan de forma repentina causando en el bovino
inflamacién, dolor y disminucién en la produccién de
leche; la poca que produce se caracteriza por presentar
codgulos y grumos. Los bovinos, ademas, pueden
presentar fiebre, anorexia y puede complicarse hasta la
muerte [21].Los sintomas de la mastitis se muestran en
la Figura 1.
Sintomas Extremos en sintomas Diagndstico

Muerte

Danos sistémicos /

Dolor, color, calor Visible a simple

e inflamacion vista

Disminucion del volumen Peso de leche

total de leche, caseinay cace ! \ Taza o cedazo

grasa. Incremento de pH. S m— Indicador de pH

Aumento de clorurosy i Dt N Contenido de cloruros,

leucocitos. Disminucion de "1 T T i T T california MT.

lactosa.

0 2 B 6 8 10

Semanas después de la infeccion

Figura 1. Manifestaciones clinicas de la mastitis. Dependiendo

del grado de la enfermedad, los sintomas van desde un incremento de
leucocitos hasta problemas sistémicos e inclusive la muerte del bovino.
Cdédigo: Rojo - Dafio severo, naranja - dafio leve, amarillo - sin
sintomas. Fuente: Mastitis en bovinos, Guillermo Mateus, Catie 1983.

Los cambios que puede presentar la leche cuando se

presenta la enfermedad son: disminucién de lactosa, grasa y

caseina, disminucion de la sintesis de leche; aumento en las

proteinas del suero (inmunoglobulinas y seroglobulinas), cloruro

8
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de sodio y bicarbonato, asi como un incremento del pH causando

el paso de las sustancias provenientes de la sangre [12, 23, 24].

11.1.2 Diagnodstico
Los principales métodos de diagndstico para la deteccion
de la mastitis son:

1) Cuenta microscopica de células somaticas: A través de un
microscopio se hace el conteo de células somaticas en leche, el
resultado se presenta como CS/mL [23].

2) Prueba de California: Se realiza una mezcla en proporcién
1:1 de purpura de bromocresol y leche, se mide el grado de
viscosidad resultante de la mezcla, la cual es determinada por la
cantidad de células somaticas presentes [22].

3) Determinacién de la albumina sérica: Con mastitis, la
permeabilidad de la membrana aumenta, por lo tanto, es posible

encontrar albumina sérica en la leche [23].

11.1.3 Tratamiento

El tratamiento de la mastitis depende del grado de la
enfermedad, sin embargo, ya sea leve o0 severa, se requiere de
masajes y ordefios continuos, asi como del uso de antibidticos y
antiinflamatorios, modificando Udnicamente el tipo de
medicamento y la posologia dependiendo del grado de la
enfermedad [25].

Los antibidticos mas utilizados para el tratamiento contra

la mastitis son: Ampicilina, Tetraciclina, Novobiocina,
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Cefalosporina, Lincomicina, Kanamicina, Gentamicina,

Trimetropim y Enrofloxacina [25].

11.1.4 Anatomia de la ubre

Se compone principalmente de cuatro glandulas
mamarias exocrinas que se encargan de la produccion y el
almacenamiento de la leche. Cada una de las glandulas
mamarias recibe el nombre de cuarto, los cuales, actuan de
manera independiente uno del otro, se encargan de la difusion
selectiva de farmacos y tienen un pezén que se encarga de evitar
la secreciéon de leche al exterior mediante un esfinter [11].

Cada cuarto estd formado por pequefias vesiculas
(alveolos) encargadas de la produccion de leche que, a su vez,
se conforma de células epiteliales que rodean la cavidad central.
Los alveolos drenan la leche por los conductos intralobulares que
convergen en la glandula mamaria. El hecho de que la “cisterna”
de la glandula mamaria y la del pezén se encuentren conectadas
es lo que permite la administracion intramamaria. La anatomia

de la ubre se muestra en la Figura 2 [11, 26].

10
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Figura 2. Anatomia de la ubre del bovino. Clave: SL, linfocitos
pequefios; M@, macrofagos; PMN, neutréfilos; NCF, Factor
Quimotactico de Neutréfilo. Fuente: Gruet, P., Maincent, P., Berthelot,
X., & Kaltsatos, V., Bovine mastitis and intramammary drug delivery:
review and perspectives. Advanced drug delivery reviews, 2001.

Ademas de este hecho, otra ventaja de la administracion
intramamaria es que las mamas se encuentran altamente
irrigadas por dos redes capilares y arterias, permitiendo el paso
de sangre, hasta de 400 litros de plasma sanguineo por cada
litro de leche [11].

11
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11.2. Enrofloxacina

La enrofloxacina es un antibacteriano perteneciente al
grupo de las fluorquinolonas, es utilizada en el ambito
veterinario para el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades infecciosas debido a su amplio espectro contra

bacterias Gram (+), Gram (-) y micoplasmas [27].

11.2.1 Estructura quimica

La molécula de la enrofloxacina (Figura 3) esta compuesta
por un anillo 4-quinolénico (nucleo de la molécula), un 4&tomo de
flhor en la posicién seis, que aumenta la penetracién celular
hasta 70 veces, la presencia de este atomo permite ademas un
incremento en la inhibicion del ADN girasa de hasta 17 veces.
En la posicion siete tiene un anillo 4-metilo-piperazin, lo que
permite un incremento en la potencia de la molécula por el hecho
de no ser lineal [27-29]. Puede alcanzar altas concentraciones
plasmaticas debido a la presencia del grupo etilo en la posiciéon
cuatro del anillo piperazin. Por otra parte, el bajo peso molecular

de la molécula favorece la penetracién tisular [27].
O] O

HO

CHs

Figura 3. Estructura quimica de la enrofloxacina

12
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11.2.2 Mecanismo de accion

La enrofloxacina penetra la pared celular a través de
porinas, una vez dentro inhibe tanto la DNA girasa en
organismos Gram negativos como la topoisomerasa IV en
organismos Gram positivos; una vez inhibidas estas enzimas, la
replicacion del DNA se detiene, produciendo asi la muerte celular
de la bacteria [28, 30].

La DNA girasa o topoisomerasa Il es una enzima que
participa en la replicacion del DNA cuya funcién es promover el
enrollamiento negativo de la molécula de DNA, removiendo
todos los enrollamientos formados durante la replicacion,
evitando asi que se vuelvan a unir. La topoisomerasa IV es otra
enzima que participa en la replicacion del DNA encargada
principalmente de la separacion de las moléculas de DNA que se

forman durante la replicacion [28, 30, 31].

11.2.3 Farmacocinética

» Absorcion

En lo bovinos, la administracion oral de la molécula no
permite una buena absorciéon (10%) [32], sin embargo, la
administracion intramamaria tiene una elevada absorcién, del
85% hasta casi el 100%, dependiendo de la alimentacion del
animal, alcanzando concentraciones maximas a las cuatro horas
de su administracion [33, 34]. La disminucién de la absorciéon

del farmaco se debe principalmente a la formacién de complejos

13
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entre cationes y las fluorquinolonas, lo cual dificulta la

penetracion a la barrera digestiva [35].

» Distribucion

La velocidad de distribucion de la enrofloxacina es de 2-4
L/kg y se distribuye ampliamente tanto en 6rganos como en
tejidos, penetrando en células fagociticas asi como en las no
fagociticas, lo que es un punto a favor ya que a las cuatro horas
de su administracién las concentraciones plasmaéaticas rebasan la

concentracion minima inhibitoria [32, 35].

» Metabolismo y eliminaciéon

El metabolismo de la enrofloxacina se lleva a cabo por
diferentes vias. La primera de ellas consiste en la N-
desalquilacibn de la molécula, dando como resultado la
formacion de ciprofloxacina. EI metabolismo de la ciprofloxacina
ocurre en el anillo piperazin, donde puede llevarse a cabo por
metabolismo clase uno o clase dos y dependiendo de la ruta
puede generar diferentes metabolitos (Figura 4); ya sea por
anabolismo o catabolismo, la finalidad de ambas rutas es
aumentar la polaridad de la molécula para facilitar su eliminacién

[32].

14
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HO

HO

HO

HO

0 0 0 0

F N-desalquilacion F
| — "
l\ll NA‘ r\|1 N
\ \\/N\/CH \ \\/NH
Enrofloxacina Ciprofloxacina
A o]
o o N /\f
F K/NH 0 0

L
Ciprofloxacina

| Glucoronizacion

Sulfoxidacién |

—_——
e RSy,
' L A
N\ & ~on
Figura 4. Rutas de metabolismo de la enrofloxacina. Se puede

llevar a cabo mediante una o la combinacion de varias rutas

Otra de las rutas es la glucoronizacion, la cual consiste en

adicionar un grupo glucorénido en el acido carboxilico de la

molécula. Una ruta mas se encuentra en la sulfoxidacion en el

15
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anillo piperazin [32]. EI metabolismo de la enrofloxacina se
puede llevar por cualquiera de las rutas anteriormente
mencionadas o por la combinacion de ellas, es decir, una no
excluye a cualquiera de las rutas restantes.

Finalmente, la excrecién de la enrofloxacina se lleva a
cabo principalmente por metabolismo hepéatico y renal por
filtracion glomerular y secrecion tubular [32]. La eliminacion del
principio activo depende en gran medida del metabolismo del

bovino y es variable entre un individuo y otro.

11.2.4 Inconvenientes del uso de enrofloxacina

La baja solubilidad de la enrofloxacina dificulta el uso de
este principio activo para hacer formulaciones exitosas, a pesar
de que sea un excelente antibacteriano de amplio espectro, con
buen comportamiento farmacocinético y alto indice terapéutico.

Una alternativa para lograr un aumento en la solubilidad
del principio activo es el uso de la sal clorhidrato de dicho
principio activo. La solubilidad del clorhidrato de enrofloxacina
incrementa hasta 19 veces en comparaciéon con el uso de la

enrofloxacina base Tabla 1 [15].
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Tabla 1. Solubilidad de la enrofloxacina base y dos formas de sal del
mismo principio activo.

Solubilidad Incremento de la
(mg/mL) solubilidad
Enrofloxacina 0.6023 _
base
Clorhldratq de 11.4447 19
enrofloxacina
Enrofloxacina
hexahidratada 9.2714 15

Fuente: (W02015088305) Complejo recristalizado de clorhidrato de
enrofloxacina dihidratado, y metodo para obtener el mismo, 2015.
11.3. Vias de administracion y formas farmacéuticas

En el desarrollo de productos farmacéuticos es de vital
importancia la eleccion del farmaco, excipientes, proceso de
fabricacion, sitio de aplicacion y también la eleccion de la forma
farmacéutica. Una forma farmacéutica “es la disposicidn fisica
que se da a los farmacos y aditivos para constituir un
medicamento y facilitar su dosificacién y administracién” [36],
dicho de otra manera, es la forma fisica que tiene el
medicamento. Un resumen de las formas farmacéuticas de uso

veterinario se encuentra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Formas farmacéuticas y vias de administraciéon de uso

veterinario

Via de administracion

Forma farmacéutica

Tableta Céapsula
Pasta Gel
Solucién Emulsion
L, Sonda
Oral Suspension o
nasogastrica
Bolos Pellets
Bloques para
Premezcla q P
lamer
Intravenosa Solucién Emulsién
Intramuscular Solucién | Emulsiéon | Suspension
Parenteral Solucién Suspension
Subcutanea Bomba de
Implante : .
infusion
Crema Pomada
Aerosol Pour-on
. Solucién Emulsién
Topica
L. Parche
Suspension L
transdérmico
Collares
Bolsas de polvo y
crotales
Enema Supositorio
Rectal -
Pomada Cépsulas
Vaginal Dispositivos Tabletas
9 intravaginales Supositorios
. Solucion Suspension
Otica
Pomada
o Pomada Crema
Oftalmica — =
Colirio Suspension
Intramamaria Solucién Suspension
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De manera general, las formas farmacéuticas se clasifican
segun la via de administraciéon en: oral, parenteral, tépica,

rectal, vaginal, Gtica, oftalmica e intramamaria.

11.3.1 Formas farmacéuticas parenterales

Las vias de administracion parenteral mas utilizadas son
la intravenosa, intramuscular y subcutanea, las cuales pueden
usarse para producir efecto local o sistémico en el organismo.
En general, presentan mayor grado y velocidad de absorcion que
otras formas farmacéuticas, evitan inactivacion por pH
gastrointestinal y degradacion por efecto de primer paso. Como
desventajas su fabricacién requiere instalaciones y personal
técnico especializado, mayor apego a las buenas practicas de
fabricacion, el farmaco que ha sido administrado no puede ser
removido facilmente, los componentes de la formulacién pueden
precipitar al entrar en contacto con la sangre, y presentan el
riesgo de desarrollar una septicemia. Todas las vias de
administraciéon parenteral deben ser estériles, libres de
pirégenos, preferiblemente isotdnicas y con un pH cercano al
fisiolégico [37].

Los implantes transdérmicos son dispositivos
biodegradables que se colocan debajo de la piel que, al
erosionarse, liberan una cantidad constante de farmaco al dia.
Si son dafiados pueden liberar dosis que llegan a ser toxicas.
Ademas de los implantes biodegradables, existen las bombas de
infusion. Estos implantes en forma de disco contienen un

farmaco liquido que se libera de manera programada por medio
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de un dispositivo electrénico y se recarga mediante una
inyeccidn percutanea. En veterinaria se han implantado factores

hormonales de crecimiento a bueyes y carneros castrados [38].

11.3.2 Administracion intramamaria

La administracion intramamaria se utiliza principalmente
para el control de la mastitis. Consiste en insertar una canula en
el canal del pezén, lo cual provoca inflamacién en la capa de
creatinina de la ubre causando en ocasiones severos dafios en
los cuartos, por lo tanto, la administracion debe llevarse a cabo
por un profesional de la salud [11, 38].

Las principales ventajas de la via intramamaria sobre la
ruta parenteral son el contacto directo del farmaco con el sitio
de infeccién y permitir el uso de una dosis mayor. Sin embargo,
su mayor desventaja consiste en que la supuracién puede
impedir la difusion del farmaco desde el pezén hacia la glandula
mamaria. De presentarse el caso anterior es preferible usar otra
via de administracion [11].

En la formulacion de productos para administracion
intramamaria deben considerarse el efecto del pH sobre el
farmaco y su solubilidad en las fracciones acuosa vy lipidica, asi
como el grado de unidbn a proteinas e interaccion con otros
componentes de la leche. Ademas, debe mantenerse un estricto
control sobre la viscosidad del medicamento, puesto que si es
baja, provoca fugas a través del canal del pezon [38].

El tratamiento de una mastitis clinica por via intramamaria

debe dar una respuesta en los primeros cinco a siete dias del
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tratamiento [11]. Es importante formular el producto de tal
forma que se alcance una concentracion terapéutica por un
periodo prolongado y que, al mismo tiempo, sea eliminado
completamente del sistema en un periodo de tiempo razonable

para reincorporar al bovino a la cadena de produccion [11].

11.3.3 Suspensiones farmacéuticas
Para la via de administracibn intramamaria pueden
formularse soluciones y suspensiones. Una solucibn es un
sistema homogéneo donde los solutos se encuentran
distribuidos de manera uniforme en el vehiculo. En cambio, una
suspension es un sistema disperso compuesto por dos fases, una
fase dispersa sélida que se compone del principio activo, y una
fase dispersante liquida, generalmente acuosa [36]. Este tipo de
productos debe cumplir con las siguientes caracteristicas:
1) Mantenerse homogéneo el tiempo que transcurre entre la
agitacion del envase y la administracion
2) El sedimento formado se debe resuspender facilmente con
agitacion moderada
3) Laviscosidad no debe ser tan elevada como para dificultar

la administracién, ni tan baja que permita la sedimentacion

La formulacién de un producto farmacéutico en forma de
suspension se utiliza principalmente cuando el farmaco es
insoluble o inestable en medio acuoso [37, 39].

Segun el comportamiento de las fuerzas de atraccion y

repulsion de particulas en la fase dispersa, las suspensiones

21



Il. MARCO TEORICO

pueden clasificarse en dos grupos: floculadas y defloculadas. En
un sistema floculado las particulas forman agregados
provocando sedimentacion rapida facil de resuspender. En
contraste, un sistema defloculado contiene particulas separadas
con velocidad de sedimentacion lenta; el mayor problema de
este sistema es la formacién de un sedimento compacto dificil
de resuspender denominado “cake” [40].

Una suspension ideal consiste en un sistema parcialmente
floculado féacil de resuspender y con suficiente viscosidad para
controlar la velocidad de sedimentacién [39, 40]. Una viscosidad
adecuada es baja en agitacion y alta durante el reposo,
permitiendo asi facil resuspension al dosificar y baja
sedimentacion durante el almacenamiento. Este
comportamiento es caracteristico de gomas Yy polimeros
plasticos y pseudopléasticos, tal como la goma xantana, quitosan,
metilcelulosa y carboximetilcelulosa [39, 41].

Para disminuir la velocidad de sedimentacién se puede
optar por las siguientes alternativas: reducir el tamafio de
particula (<20um), aumentar la viscosidad (=100 cP), controlar
el potencial zeta (cercano a cero), igualar la densidad entre la
fase dispersa y la fase dispersante, agregar polimeros
hidrofilicos y agentes humectantes que actien como agentes
estabilizantes, por ejemplo, span 20, polisorbato 80 y macrogol
15 [37, 39, 40].

Siguiendo la ley de Stokes, la cual indica la relacion entre

la velocidad de sedimentacion, tamafio de particula, densidad de
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las fases dispersa, fase dispersante, y viscosidad; a menor
tamafio de particula la velocidad de sedimentacion disminuye.
En caso de tratarse de una suspension parenteral se busca un
tamano menor a 25 micrometros, de lo contrario, se corre el
riesgo de tapar la aguja hipodérmica durante la administracion
[40].

La reduccion de tamafio de particula se usa no sélo para
disminuir la velocidad de sedimentacién, sino también para
incrementar la velocidad de disolucién mediante el aumento de
area superficial y con ello mejorar la biodisponibilidad [40]. Sin
embargo, al disminuir el tamafio de particula, también aumenta
la inestabilidad del sistema por el incremento de energia libre,
facilitando el proceso de cristalizacion. Este efecto puede
contrarrestarse por la inclusion de tensoactivos o coloides
poliméricos que se adsorban en la superficie de las particulas de
farmaco, evitando el crecimiento de los cristales. La temperatura
toma un papel menos importante, sin embargo, deben evitarse
cambios mayores a 20°C durante el almacenamiento, asi como
exposicion temperaturas extremas [39].

Otro factor a considerar durante el desarrollo de una
suspension es la forma polimérfica del principio activo. Los
solutos mas solubles suelen ser metaestables y tienden a
transformarse en su forma cristalina menos soluble pero mas
estable, lo que contribuye a la formacion de cristales [40]. En la
Tabla 3 se muestran ejemplos de excipientes usados en la

fabricacion de suspensiones.
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Tabla 3. Ejemplo de excipientes en la formulacién de una suspensién.
Excipiente Ejemplos

Principio Activo Clorhidrato de enrofloxacina

Agua

Vehiculo Sorbitol
Glicerina

Carbonato de calcio

Celulosa

Fosfato de calcio dibéasico

Goma Xantana

Agente suspensor

Polisorbato
Surfactantes Span
Tween
Acido acético
Ajustadores de pH Citrato de sodio

Fosfato de potasio
Propilenglicol
Butilenglicol
Acido ascérbico
Tocoferol
Fuente: Alok K. Kulshreshtha, Onkar N. Singh. Pharmaceutical
suspensions from formulation development to manufacturing, Springer
2010

Cosolventes

Antioxidantes

En lo que respecta a la fabricacion, primero debe
controlarse el tamafio de particula de la fase dispersa para
asegurar una biodisponibilidad y velocidad de sedimentacion
adecuadas. La disminucion del tamafio de particula se logra
triturando el polvo con equipos como el molino de corte, molino
de bolas, trituradora de rodillos, trituradora de martillo,
trituradora de agujas o un pulverizador de aire de lecho
fluidizado [42]. La variable méas importante en este proceso es
la velocidad de rotacion, a mayor velocidad se produce menor
tamarfio de particula. Sin embargo, si la velocidad es demasiado

elevada puede producirse un efecto de centrifugacion que
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entorpece el proceso de reduccién de tamafio. A pequefia escala,
puede hacerse uso de un mortero y triturar la sustancia que se
quiera suspender [37]. Posterior a la trituracion, se tamiza el
polvo obtenido para separar las particulas mas grandes y
pequefas, obteniendo asi un tamafio de particula homogéneo.

Para mezclar los excipientes de la formulacion con el
vehiculo se utilizan principalmente tres tipos de agitadores:
paleta, propela y turbina. En el caso de las suspensiones se
prefiere el uso de agitadores de turbina, los cuales generan un
flujo axial que levanta los sélidos y evita que se depositen en el
fondo del tanque [43].

La homogeneizacibn es una operacién unitaria que
consiste en la disminucién del tamafio de grumos formados
durante la fabricacién y particulas de mayor tamafo, con el fin
de obtener un tamafio de particula homogéneo en toda la
suspension y contribuir a la estabilidad fisica [44]. Entre las
variables mas importantes a considerar durante la
homogeneizacion son el niumero de ciclos, mayor nimero de
ciclos no implica mayor reduccién del tamafio. La cantidad de
solidos es importante para la eficiencia del proceso, ya que a
mayor concentracion de solido las particulas pueden retardar el
proceso y dificulta el paso de estas por las aspas. Por ultimo, se
debe considerar la presion con la que se trabaja en el equipo ya
que esté ligada con la fuerza de cavitacion [45].

Los homogeneizadores pueden ser de dos tipos:

homogeneizador de alta presion y homogeneizador ultrasonico.
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El mecanismo del primero consiste en hacer pasar el liquido por
una valvula a presiones elevadas, aproximadamente 2000
bar(g). Para este tipo de equipos es recomendable utilizar
particulas suaves como glébulos de grasa ya que materiales
duros y abrasivos provoca un desgaste que disminuye la vida
media del equipo. En el homogeneizador ultrasénico el

mecanismo se basa en la cavitacion [45].
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11.4. Calidad por disefo

|\\

En farmacia, la calidad es el “estado idéneo de un farmaco
0 medicamento que indica el cumplimiento de las
especificaciones de identidad, pureza y potencia que garanticen
seguridad y eficacia durante su uso” [46], es decir, asegurar que
cumpla con su funcién terapéutica y no represente un riesgo
para la salud.

La calidad por disefio (Quality by Design, QbD) se define
como “un enfoque sistematico para el desarrollo farmacéutico
que comienza con objetivos predefinidos y hace hincapié en la
comprension del producto, procesos y control de procesos;
basado en conocimientos cientificos sélidos y la gestion de
riesgos de calidad” [47]. En otras palabras, la calidad por disefio
es una herramienta que consiste en definir las caracteristicas
fisicas, quimicas y biol6égicas de los medicamentos teniendo
siempre presente las necesidades del paciente y el desempefio
del producto. Con base en estas especificaciones se eligen los
materiales, proceso de fabricacibn y métodos de andlisis
adecuados dando prioridad a aquellos que tengan mayor
impacto en la seguridad y eficacia.

Entre las ventajas que figuran al usar QbD en lugar de un
enfoque tradicional o empirico se encuentran [47]:

1) Andlisis de variables simultaneo durante el desarrollo, lo
que permite ahorrar no soélo costos sino también tiempo y

aportar conocimiento sobre interacciones.
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2) Disefio de un proceso de fabricaciéon robusto con un
margen de tolerancia mas amplio en cuanto al cambio en los
materiales, procesos y equipos, sin que esto implique un impacto
negativo en la calidad del producto.

3) Control de los procesos en tiempo real dando Ila
oportunidad de realizar modificaciones en el proceso en vez de
un reproceso o rechazo de producto, ahorrando recursos,
ademas de una liberacién mas rapida.

4) Establecer especificaciones con base en el perfil del
producto. Presentar a las agencias regulatorias especificaciones
de calidad menos estrictas basadas en hechos cientificos y un
correcto andlisis de riesgos puede lograr un enfoque normativo
mas flexible, disminuyendo la ocurrencia de no conformidades.

5) Implementar andlisis de riesgos en la solucion de
problemas con un enfoque basado en la prevencién y mejora

continua en lugar de la correccion.

Para explicar mejor su implementaciéon se puede decir que
el desarrollo de productos a través de QbD comienza definiendo
las caracteristicas deseadas en el producto por el consumidor
[20]. Estas caracteristicas pueden ser denominacién distintiva,
denominaciéon genérica, farmaco y su equivalente, férmula,
forma farmacéutica, dosis, via de administracion, uso previsto,
consideraciones de uso, datos de conservacion y
almacenamiento, advertencias, precauciones, fecha de
caducidad, descripcion del contenido [48, 49] y cualquier otra

que se considere necesaria. En conjunto, todas estas
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caracteristicas se conocen como perfil del producto objetivo
(Target Product Profile, TPP) [47].

Una vez definido el TPP se establecen las especificaciones
de calidad que el producto debe cumplir para garantizar
seguridad y eficacia. A estas especificaciones se les llama perfil
de calidad del producto objetivo (Quality Target Product Profile,
QTPP) y son de especial interés para las agencias regulatorias
[20]. Las pruebas incluidas en el QTPP se pueden encontrar en
documentos normativos como farmacopeas y su eleccion
depende de las caracteristicas del TPP, por ejemplo, farmaco,
forma farmacéutica y via de administracion. En la mayoria de los
productos se incluye pruebas de identidad, valoracion,
impurezas y uniformidad de contenido ; ademas se realizan
otras pruebas que dependen de las caracteristicas individuales
del producto, por ejemplo, disolucidén, pruebas microbiolégicas y
tamano de particula, entre otros [46, 50].

Posteriormente se recopila toda la informacién existente
de las caracteristicas del farmaco y excipientes, variables
presentes en el proceso de fabricacion, propiedades del sistema
contenedor-cierre, sistema de dosificacion y del sistema
biolégico al cual se aplicara el producto en desarrollo; tanto por
experimentacion propia, proveedores, articulos cientificos y
cualquier otra fuente confiable.

Con toda la informacion obtenida se realiza una valoracion
de riesgos para identificar y priorizar aquellas especificaciones

del QTPP que tienen mayor impacto en la seguridad y eficacia
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[20]. Estas especificaciones son denominadas atributos criticos
de la calidad (Critical Quality Attributes, CQA) y dependen
directamente de los materiales empleados tales como farmacos,
excipientes y materiales de empaque; asi como aquellas partes
del proceso que presentan mayor variabilidad y, por ende,
mayor impacto en la calidad del producto [47].

Una vez definidos los CQA se procede a identificar, por
medio de una segunda valoracién de riesgos, las propiedades de
los farmacos, excipientes y materiales de empaque que afecten
los CQA. Estas propiedades son llamadas atributos criticos de los
materiales (Critical Material Attribute, CMA) y puede incluir
proporcion de excipientes en la formulacién, compatibilidad,
tamafio de particula, solubilidad, pKa, flujo, humedad, solventes
residuales, estabilidad y pureza, principalmente [20, 47].

Ademas de los CMA, se deben reconocer aquellas
variables del proceso que supongan un efecto importante en la
calidad del producto. Tales variables se denominan parametros
criticos del proceso (Critical Process Parameter, CPP) e incluyen
orden de adicibn de excipientes, tiempo y velocidad de
mezclado, fuerza de compresiéon y temperatura, entre otros [20,
47].

Después se utilizan herramientas que relacionen los CMA
y CPP con los CQA, por ejemplo, un disefio de experimentos que
mediante gréaficos de contorno encuentre las condiciones
requeridas para asegurar la calidad del medicamento. Al rango

que se permite en las variables de entrada (CMA y CPP) para

30



Il. MARCO TEORICO

asegurar las variables de salida (CQA) se le denomina espacio
de disefio (Design Space, DS) [47].

Una vez llegado a este punto, se establece una estrategia
de control la cual es un conjunto de pruebas que se realiza a los
CMA y CPP enfocadas a asegurar el desempefio de procesos y la
calidad del producto. Dichas pruebas se aplican a excipientes,
farmaco, materiales, producto terminado, instalaciones vy
equipos y puede incluir estudios de dureza, friabilidad, medicion
de pH, conductividad, carbono organico total, NIR y muchos
otros [46, 47].

Las pruebas incluidas en la estrategia de control se
pueden implementar durante todo el ciclo de vida del producto
y es aqui donde puede aprovecharse la tecnologia analitica de
procesos (Process Analytical Technology, PAT) para sustituir
ensayos realizados al producto final fuera de linea en un
laboratorio de calidad, por ensayos realizados en tiempo real con
el fin de tener un mayor control en la calidad del producto y

acelerar el proceso de liberacién del mismo [19].

11.4.1 Gestion de riesgos de calidad

Un riesgo se define como “la combinacion de la
probabilidad de que ocurra un dafio y la severidad del mismo”
[51]. En el sector farmacéutico las caracteristicas a las que se
da prioridad son la seguridad del paciente y eficacia del
tratamiento. La gestiéon de riesgos de calidad se basa en
identificar, analizar y comunicar todos aquellos factores

presentes en la fabricaciéon de medicamentos que puedan dafar
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al consumidor y tomar las mejores decisiones para eliminar los
riesgos o al menos reducirlos.

Es un hecho que la calidad debe mantenerse durante todo
el ciclo de vida del producto, desde la recepcién de insumos,
pasando por la  produccion, analisis  fisicoquimico,
almacenamiento y distribuciéon, hasta la administracién del
mismo. En todos estos procesos existen una gran cantidad de
variables que pueden impactar en la calidad del medicamento,
por lo que se deben identificar y mitigar aquellos que
representen mayor dafio y probabilidad de ocurrencia, asi como
menor detectabilidad. Es aqui donde entra en accién la gestion
de riesgos de calidad.

Entre las ventajas de implementar una adecuada gestion
de riesgos en el sector farmacéutico se encuentran [51]:

1) ldentificar las capacidades del personal que puedan influir
en la calidad del producto

2) Evaluar el impacto de cambios en instalaciones, equipos
materiales y procesos

3) Disefar productos de calidad y procesos con rendimiento
consistente

4) Conocer las caracteristicas de los materiales y procesos
que sean fundamentales para asegurar la calidad del producto

5) Facilitar la implementacion de nuevas tecnologias y

mejora continua de productos y procesos

Sin embargo, la falta de conocimiento y comunicacion por

parte de la industria y las agencias regulatorias en cuanto a
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cudndo y cémo utilizar la gestion de riesgos, dificulta su
implementacién efectiva y consistente en la toma de decisiones.

El proceso de gestién de riesgos de calidad (quality risk
management) comienza con la identificacion de fuentes
potenciales de riesgo (risk identification), determinar Ia
probabilidad de que causen dafio y de ser detectados (risk
analysis), y la estimacion de su gravedad (risk evaluation),
acciones que en conjunto conforman la valoracion de riesgos
(risk assessment) [51]. Algunas herramientas son utilizadas
para organizar la informacion (diagrama de flujo, diagrama de
Ishikawa), otras para identificar riesgos (FTA, PHA), unas mas
para priorizarlos y monitorizar la efectividad del control de
riesgos (AMEF, HACCP, HAZOP) [52]. Adicionalmente, se puede
complementar con herramientas estadisticas como el disefio de
experimentos (DoE), diagrama de Pareto y andlisis de capacidad
de procesos, proporcionando mayor informacién para tener una
toma de decisiones mas confiable [53].

Una vez concluida la valoracién se procede a una etapa
conocida como control de riesgos (risk control). En esta etapa se
realizan acciones para disminuir la ocurrencia o dafio de un
riesgo (risk reduction) cuando éste rebasa el nivel establecido
durante la valoracion, o aceptarlo (risk acceptance) cuando no
pueda ser completamente eliminado o ha sido reducido a un
nivel aceptable. Si en esta etapa se realizan cambios en el

producto, proceso de fabricacién o de analisis se debe realizar
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una nueva Vvaloracién de riesgos tomando en cuenta las
modificaciones [51].

La informacién generada durante la evaluacién y control
de riesgos debe comunicarse (risk communication) a los
responsables de la toma de decisiones en todo el proceso de
gestion para llevar a cabo los cambios necesarios [51].

Dado que la gestién de riesgos es un proceso constante y
no una herramienta de un solo uso, los resultados se deben
analizar continuamente (risk review) para tomar en cuenta la
nueva informacién y entrar en un estado de mejora continua
[51].

La implementacion de la gestién de riesgos de calidad a
cada variable del sistema es una tarea extensa que requiere de
experiencia, tiempo y recursos, de ahi la necesidad de
priorizarlos y aplicar un analisis profundo solamente a las
variables criticas en cuestion de seguridad y eficacia. El proceso

de gestion de riesgos se resume en la Figura 5.
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Figura 5. Proceso de gestion de riesgos. Fuente: ICH Q9 Quality
Risk Management (2005)
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11.5. Herramientas de gestidon de riesgos

Con el fin de sistematizar los procesos de identificacion,
andlisis y evaluacion de riesgos se pueden utilizar herramientas
graficas y estadisticas que faciliten la toma de decisiones. En
esta seccion se aborda la forma de realizar y analizar el diagrama
de flujo, diagrama de causa-efecto, matriz de riesgos y el
andlisis de modo de efectos y fallos (AMEF).

Cabe mencionar que estas herramientas se encuentran
entre las mas usadas, sin ser las Unicas, y que un analisis no
precisa de usar todas las herramientas simultaneamente para

ser efectivo.

11.5.1 Diagrama de flujo

El diagrama de flujo es una forma de esquematizar la
secuencia de eventos durante un proceso. Es util para visualizar
y secuenciar las etapas del proceso, las areas involucradas y
encontrar oportunidades de mejora [54]. Para llevarlo a cabo se
siguen una serie de simbolos descritos en la Tabla 4 donde se
incluyen inicio y fin de procesos, actividades y toma de

decisiones, principalmente.
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Tabla 4. Simbolos usados en un diagrama de flujo

Simbolo Nombre Funcién
- A Rectangulo redondeado que simboliza
Inicio/Término A .
el inicio o fin de un proceso
Actividad Rectangulo que representa una

operacion unitaria

L Diamante que implica una decisién o
Decision e
ramificacion en el proceso

Flechas que indican la direccion y

—» | Linea de flujo .
secuencia del proceso

Fuente: Juran, J.M., & Godfrey, A. B., Quality handbook. Fifth
ed. 1999: McGraw-Hill

Pesar
v
Tamizar
\ 4 A 4
Fase dispersante Fase dispersa
v
Humectacion
y
Mezclar
y
Mezclar — Homogeneizar
y
Homogeneizar
y

Acondicionar

Figura 6. Diagrama de flujo del proceso de fabricacion de una
suspension oral
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En su elaboracidén se debe delimitar el proceso, es decir,
donde inicia y termina. Después se decide el nivel de detalle para
entender el proceso. Una vez hecho esto, se determinan las
actividades, variables del proceso y decisiones, en caso de ser
necesarias [55]. La Figura 6 muestra un ejemplo de diagrama

de flujo para la elaboracién de una suspension oral.

11.5.2 Diagrama causa-efecto

También conocido como diagrama de Ishikawa o
diagrama de espina de pescado por su parecido al esqueleto de
un pez, esta herramienta fue desarrollada por Kaoru Ishikawa
en 1943 y se utiliza para encontrar de manera sistematica las
posibles causas de un problema [54]. En el proceso de QbD se
usa para organizar informacién e identificar mas facilmente los
factores que tendran impacto en la calidad.

El diagrama consiste en dibujar una flecha y escribir en la
punta de esa flecha el problema a tratar. Sobre ella se dibujan
“espinas” las cuales representan categorias mayores v,
perpendicular a las espinas, se dibujan mas flechas que indican
cada una de las posibles causas del problema [56]. Aplicado a la
identificaciéon de riesgos, se colocan sobre las espinas las fuentes
de variabilidad tales como formulaciéon, materiales, procesos,
sistemas, métodos de analisis, instalaciones, equipos,
instrumentos y personal. Finalmente se colocan flechas paralelas
a las espinas donde se desglosan los componentes de cada una
de las categorias anteriores. El diagrama puede hacerse de

forma general englobando todos los elementos o de manera
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particular, haciendo un diagrama para cada categoria, segun se
necesite. En la figura 7, se muestra un ejemplo de cémo realizar

el diagrama aplicado al desarrollo de una suspension oral.

39



I. MARCO TEORICO

Equipos Proceso fabricacion Método analisis Formulacion

Principio activo
Vehiculo
Tensoactivo

HPLC
Medicion pH

Cromatégrafo de

lquidos Mezclado V@gﬁj&%:ﬂ;?;zmen Viscosante Descripcion
Analizador tamafio o Electrolitos Identidad
articula Homogeneizado L|m|t,e_ rplcroblano ] Buffer Valoracion
Calibracion - . Analls.ls. }allg de partlcula Antioxidante Im_purez_as
Acondicionamiento Medicion viscosidad Conservador Uniformidad
Tiempo resuspension Empaque primario  de dosis
pH
Calibracion Orden adicién excipientes Longitud de onda Solubilidad #g;‘%g‘“g"b'am
; " Proporcién fase movil i .
Viscosimetro Velocidad homogeneizado Reacfivos Compatibilidad particula 5
Mezclador Pureza Resuspension
Tiempo homogeneizado Temperatura incubacion Viscosidad

Balanza Forma polimorfica Estabilidad

Tiempo de incubacion
Medio de cultivo
Cepa bacteriana

Velocidad mezclado

pHmetro Proveedor

Homogeneizador Tiempo mezclado

Instrumentos Variables proceso Variables método analisis Variables formulacion
fabricacion

Figura 7. Diagrama de Ishikawa aplicado al desarrollo de una suspension oral. Al final de la flecha
principal se indican los atributos de calidad requerido.
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11.5.3 Matriz de riesgos

La matriz de riesgos es una herramienta que permite
priorizar riesgos al descomponer situaciones generales en partes
especificas y evaluar cobmo cada una contribuye al riesgo global.
De esta manera se pueden encontrar las principales causas de
no conformidades en el desarrollo de nuevos productos,
transferencia de tecnologias e implementacion de sistemas [57].

Para llevar a cabo este analisis se establece un criterio de
severidad de dafio y uno de probabilidad de ocurrencia para los
posibles riesgos que puedan presentarse. Todos los
componentes son analizados bajo el mismo criterio para ser
comparados y poder asignarles un orden de prioridad [57]. La
informaciéon puede presentarse de manera ordenada y sencilla

mediante una matriz como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Matriz riesgos para la suspension oral de la Figura 6.

Probabilidad Baja Media Alta
(Fallo muy poco (Fallo ocurre (Fallo ocurre
probable) con baja regularmente)
Severidad frecuencia)
Alta *Sistemas
(Producto fuera criticos *Métodos de *Estabilidad
de *Estabilidad analisis microbioldgica
especificacion) quimica
Media *
(Impacto e F&i”%see _ *Control de
intermedio en ins?rur%entos procesos
la calidad)
Baja *Condiciones
Producto ambientales
((jentro de *Error de *Personal -
especificacion) documentaciéon

Blanco: Riesgo Bajo, Gris: Riesgo intermedio, Negro: Riesgo
Alto.
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En este analisis las principales causas de riesgo son la
estabilidad microbiolégica, métodos de analisis y control de
procesos, por lo que estas variables son las que deben
priorizarse para obtener un producto seguro y eficaz. La
clasificacion de cada riesgo depende de las condiciones reales de
fabricacion y analisis, por lo que una misma variable puede ser

clasificada de modo distinto entre un proceso y otro.

11.5.4 Andlisis modal de efectos y fallos

También conocido como FMEA por sus siglas en inglés
(Failure Mode Effects Analysis), o simplemente por su acronimo
(AMEF), es un proceso sistematico que permite identificar fallos
en el disefio de productos y procesos que tengan impacto en la
seguridad y eficacia del medicamento, priorizando aquellos con
mayor severidad y ocurrencia, asi como menor detectabilidad
[58].

En el desarrollo de un AMEF el equipo de trabajo decide la
escala a utilizar, asignando un nimero a la severidad, otro a la
probabilidad de ocurrencia y uno mas a la capacidad de
detecciéon de dafios para cada factor bajo estudio; en la Tabla 6
se muestra un ejemplo de como asignar la escala.

Al multiplicar los numeros utilizados en la severidad,
ocurrencia y deteccion para cada factor se obtiene un numero
de prioridad de riesgos (Risk Priority Number, RPN), ver Tabla 7.
Aquellos factores con mayor RPN tendran mayor prioridad y se
deben tomar acciones con el fin de disminuir su ocurrencia o

mejorar la deteccion [58], actividades correspondientes a una
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reduccién de riesgos. Aquellos factores cuya severidad y
ocurrencia no pueda ser disminuida y cuya deteccidbn no pueda
aumentarse pueden ser aceptados (aceptacion de riesgos), si el
equipo de trabajo considera que el impacto de dicho riesgo es
aceptable en la calidad del producto.

Los atributos y causas con mayor RPN seran clasificados
como criticos por su importancia en la calidad, de ahi su nombre
como Critical Quality Attributes (CQA), Critical Material
Attributes (CMA) y Critical Parameter Process (CPP).
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Tabla 6. Puntaje de severidad, ocurrencia y deteccion.

Puntos Severidad Ocurrencia Deteccion
Peligrosamente alto. Muy alta .
10 Muerte o dafio permanente Cpk<0.33 0 <10 Indetectable. Sin controles
9 Extremadamente alto. Dario al Muy alta ir':/;uicr(?ir:r?;a- EEZ?:C;S ii Tr?esi;rr?%'e
consumidor Cpk~0.33 0 ~10 P y 9 P
muestreo
8 Muy alta. Reaccion adversa, no Alta Remota. Producto es aceptado basado en
conformidad BPF Cpk—~0.67 o ~20 que no hay defectos en una muestra
Alta. Produce unidades inutilizables y Alta . o .
7 alto grado de insatisfaccion del Cpk—~0.83 o Muy baja. Producto 100% inspeccionado
. manualmente en proceso
consumidor ~2.50
Moderada. Se presentan numerosas Moderadamente Baja. Producto 100% inspeccionado
6 quejas y alto grado de insatisfacciéon alta manualmente usando dispositivos a
del consumidor Cpk~1.00 o0 ~30 prueba de errores
Moderada Moderada. Control estadistico de proceso
5 Baja. Se presentan quejas aisladas Cpk—~1.17 o (SPC) usado en linea y producto final
~3.50 analizado fuera de linea
Muy baja. No relacionada con la forma Moderadamente Moderadamente alta. SPC con reaccion
4 de dosificar. Aceptada facilmente por el baja inmediata a condicion fuera de
cliente Cpk~1.33 0 ~40 especificacion
Inferior. Perceptible pero poco Baja
3 significativo al cliente Cpk~1.67 o0 ~50 Alta. SPC con Cpk>1.33
. . . Muy baja Muy alta. Producto 100% inspeccionado
2 Muy inferior. Fallo no evidente Cpk~2.00 0 ~60 automaticamente
1 Ninguna Remota Casi segura. Defecto evidente, producto
9 Cpk>2.00 o >60 100% inspeccionado automaticamente

Fuente: Adaptado de ICH Quality Risk Management, Annex |: Methods & Tools, 2006. Failure Mode Effect

Analysis

44




Il. MARCO TEORICO

Tabla 7. AMEF aplicado al desarrollo de una suspensién oral. El andlisis se realiza sobre el mismo producto

de la Figura 6.
Atrlbyto WO B2 Efecto Causa Controles RPN | Recomendacion
de calidad fallo
Interacciéon Revisar
entre HPLC 81 .
formulacioén
- componentes
Toxicidad -
Condiciones de Monitorear
L ; HPLC 162 condiciones de
- Aparicion de almacenamiento -
Estabilidad almacenamiento
o productos de =
quimica degradacion Interaccion Revisar
9 entre HPLC 72 r
., formulacién
Reduccién de componentes
potencia . Monitorear
Cond|C|one_s de HPLC 144 condiciones de
almacenamiento -
almacenamiento
. . Diluir
Alta Dificulta % viscosante Prueba de 63 Revisar
viscosidad administracion % electrolitos viscosidad L.
Viscosidad formulacion
Baja Dificulta % viscosante Prueba de 126 Aumentar cantidad
viscosidad resuspender % electrolitos viscosidad de viscosante
~ Tamario de D_|f|_culta_, Tiempo _de Medicion 63 Reproceso
Tamafio de . administracion homogeneizado =
. particula — - tamafo de
particula rande Disminuye Velocidad articula 72 REDIrOCEsO
9 biodisponibilidad | homogeneizado P P
Falta de .
Color o aceptacion por Degradacion Inspeccion
Aspecto apariencia P P 9 producto 42 Retirar producto
parte del % viscosante -
desagradables terminado

consumidor

Clave: S = Severidad, O = Ocurrencia, D = Deteccion, RPN = Numero de prioridad de riesgos
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111. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

> Hipotesis

El uso de la calidad desde el disefio permite controlar los
parametros gue tienen mayor impacto en la seguridad y eficacia
de los productos farmacéuticos. Al utilizar este enfoque se
pretende desarrollar una suspension donde las situaciones de
riesgo estén controladas y se optimicen la formulaciéon y el

proceso de fabricacion.

> Objetivo general
a. Desarrollar una suspension de clorhidrato de

enrofloxacina para el tratamiento de mastitis en bovinos.

> Objetivos particulares

a. Establecer el perfil del producto objetivo y el perfil de
calidad del producto objetivo.

b. Disefiar una formulacién para la suspensiéon de clorhidrato
de enrofloxacina

c. Desarrollar el proceso de elaboracion de una suspension
intramamaria

d. Realizar el analisis fisico, quimico y bioldgico del producto

e. Llevar a cabo un analisis de riesgos del producto para
encontrar los atributos criticos de calidad, parametros criticos
del proceso y atributos criticos de los materiales que deben ser
controlados para asegurar la calidad, seguridad y eficacia del

producto.
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1IV. METODO EXPERIMENTAL

MATERIALES:

1. Acetonitrilo J.T Baker (99.90%)

2. Acido acético glacial Fermont (99.8%)

3. Acido clorhidrico J.T Baker (36.5-38.0%)
4. Agua inyectable PiSA

5. Clorhidrato de enrofloxacina de la FMVZ
6. Cloruro de metileno J.T. Baker (99.99%)
7. Goma xantana (95%)

8. Hidréxido de potasio J.T. Baker (98.0%)
9. Manitol COSMOPOLITA

10.Metanol Merck (99.8%)
11.Propilenglicol COSMOPOLITA
12.PVP K30 CEDROSA (96.6%)
13.Sorbitol Farmacia Paris (70%)
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METODOS
I1V.1. Desarrollo de un producto farmacéutico siguiendo la

metodologia de calidad por disefio

Disefiar TPP v QTFP

;

Conocimiento previo del
farmaco v excipientes

I
: I

Propuesta de formulacion v
proceso de fabricacion

I |
!

Identificacion de CQA's, CMA's
y CPP's

]

Investigar parametros

I
: }

Espacio de disefio de la
formulacion

I |
!

Waloracion de riesgcs

Espacio de disefio del proceso

Estrategia de control

I

Control de riesgos

Figura 8. Proceso de calidad por disefio. Adaptado de ICH Quality Risk
Management, Annex Il: Potential Application, 2006.
IV.2. Preparacion de la suspension
Todos los polvos se tamizaron a través de una malla #270
antes de ser agregados a la suspension. Para un lote de 250 mL

se mezclaron 175 mL de sorbitol (70%) y 12.5 mL de

48



IV. METODO EXPERIMENTAL

propilenglicol. Se dispersaron 3.75 g de clorhidrato de
enrofloxacina y mezclaron con 12.5 g de PVP K30 y 25 g de
manitol. Se homogeneizé 5 minutos a 10,000 rpm y se disperso
1.25 g de goma xantana. Se llevé a volumen de 250mL con agua
grado inyectable y se llevé a pH de 4.0 con solucion de acido
acético 0.5N. Finalmente se homogeneizé una vez méas por 5
minutos a 10,000 rpm. El producto se transfiri6 a un frasco
ambar de capacidad suficiente. El proceso se realizé de acuerdo

al PNO del Anexo Il1.

1VV.3. Valoracion

Se construyé una curva de calibraciéon a partir de una
solucién stock 0.0120 mg/mL de clorhidrato de enrofloxacina, se
hicieron diluciones 1:2, 4:5, 1:10, 1:100 y se midi6 Ila
absorbencia en el espectrofotometro UV Specord 210 Plus a una
longitud de onda de 274 nm utilizando una celda de cuarzo de
1cm. Como blanco se utilizé agua destilada (Figura 9).

1.0

y = - 0.004143 + 82.21 x
0.8

0.6

0.4

Absorbancia

0.2

S 0.0066028
R-cuad. 100.0%

0.0 R-cuad.(aiustado) 100.0%

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
Concentacién (mg/mL)

Figura 9. Grafico de regresion lineal para el método de valoracion de
clorhidrato de enrofloxacina
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La solucion de referencia se preparé pesando 15 mg de
clorhidrato de enrofloxacina que se transfirieron a un matraz
volumétrico de 50 mL, se aforé con agua destilada. Se tomd una
alicuota de 1.0 mL y transfiri6 a un matraz volumétrico de 50
mL, aforando nuevamente con agua destilada.

En la preparacion de la muestra se resuspendié el
producto y se tomé6 una alicuota de 1.0 mL, se transfirié a un
matraz volumétrico de 50 mL y aforo con agua destilada. La
operacion se repitié con la suspension diluida. Se pesaron 5 mg
de goma xantana y se dispersaron en una pequefia cantidad de
agua destilada a no mas de 40°C. Se dejo6 enfriar y se transfirio
a un matraz volumétrico de 50 mL, se afor6é con agua destilada
y se tomé una alicuota de 1.0 mL que se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 50 mL.

Se prosigui6 a determinar la absorbencia de la
preparacion de muestra y la preparacion de goma xantana a una
longitud de onda de 274 nm utilizando una celda de 1cm, usando
agua destilada como blanco. Debido a que la goma xantana
presenta ligera absorcibn a 274 nm, la absorbencia del
clorhidrato enrofloxacina se obtiene de la siguiente manera:

Abs suspension - Abs goma xantana = Abs clorhidrato de

enrofloxacina

Calcular la cantidad de clorhidrato de enrofloxacina por medio

de la siguiente formula:

(Am = Ay) +0.004143
= *

X 82.21
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Donde:

X = Concentracion de clorhidrato de enrofloxacina
Am = Absorbencia de la muestra

Ax = Absorbencia de la goma xantana

F = Factor de dilucion (2500)

Con solucion de referencia, se utiliza el siguiente

algoritmo:

Donde:

X = Concentracion de clorhidrato de enrofloxacina
Am = Absorbencia de la muestra

Ax = Absorbencia de la goma xantana

F = Factor de diluciéon (2500)

Crer = Concentracion de la sustancia de referencia

Aret = Absorbencia de la solucién de referencia

1V.4. Cromatografia de capa delgada

La fase movil se preparé mezclando metanol, acetonitrilo,
acido acético 5N y diclorometano en proporciones 30:10:50:10.
Posteriormente se preparé la solucion estandar pesando 0.5 g
de enrofloxacina clorhidrato, dispersando en 10 mL de metanol
y diluir 1:10 con agua destilada. Ademas, se prepar6 la solucion
estdndar en medio &cido pesando 0.5 g de enrofloxacina
clorhidrato dispersandolo en 10 mL de HCI 1N, asi como una

soluciébn estandar en medio alcalino pesando 0.5 g de
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enrofloxacina clorhidrato y dispersando en 10 mL de KOH 1N. Se
almacené durante 7 dias antes de la mediciéon. En la preparacion
de la muestra se realizé una dilucién 1:10 del producto en agua
destilada.

En el desarrollo de la prueba se aplic6 una gota de cada
solucién bajo analisis sobre una placa de silica-gel a 2 cm de la
base, separadas entre ellas por 1 cm. La placa se coloc6 en una
celda de vidrio con fase movil. Después se esperd una hora a
que la fase movil cubriera por completo la placa, se retird del
contenedor y se sec6é a temperatura ambiente. Finalmente se
observé bajo luz ultravioleta a 254 nm para localizar los puntos

y registrar su Re.

1V.5. Medicién de pH

Se calibr6 el pHmetro Hanna HI12221 con soluciones de pH
4.01, 7.01 y 10.01 y se sumergio el electrodo de calomel en la
muestra. Se registré la mediciéon de pH a una temperatura de
20°C.

IV.6. Medicidon de viscosidad

En el reédmetro rotativo RheolabQC Anton Paar se
seleccion6 la aguja de doble espacio anular (double gap) y se
coloco en el cilindro externo. Se agregé 1 mL de muestra en el
cilindro concéntrico y se enroscé en el reémetro. En el software
RheoCompass™ se definié temperatura, velocidad de corte y
numero de mediciones. Finalmente se hizo la medicion de la

viscosidad de la muestra.
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1V.7. Potencial zeta

Se resuspendié la muestra y se colocaron 10 mL sobre el
electrodo invertido del medidor de potencial zeta Dispersion
Technology DT-300. En el software Dispersion Technology Zeta
Probe 300 se configuré el porcentaje de sélidos, pH, densidad de
la fase dispersa y del vehiculo, temperatura y numero de

mediciones. Finalmente se midié el potencial zeta de la muestra.

1V.8. Tamafo de particula

En la celda del analizador de talla de particula Lasser
Scattering Particle Size Distrubution Analyzer LA-950V2 se
colocé una muestra diluida, se introdujo el agitador, la celda se
coloco en el analizador y se encendi6 la agitacion; se abrio el
software y se corrid la muestra. Las muestras se diluyeron hasta
tres veces dependiendo de la interferencia que se observé de la

viscosidad con la agitacién.

IV.9. Tratamiento intramamario

El tratamiento se aplic6 a 33 vacas en lactacion que
presentaron sintomas de mastitis clinica. A los bovinos se les
aplicé una dosis de 300mg en 20 mL por glandula afectada por
tres dias cada 24 horas. La prueba se realiz6 en un establo
ubicado en la ciudad de Aguascalientes, utilizando ganado
Holstein Friesian, con un promedio de produccién de 31 litros por
dia.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El desarrollo de productos mediante un enfoque de calidad
por disefio (QbD) comienza definiendo las caracteristicas
deseadas en el producto por parte del consumidor, las cuales
generalmente se incluyen en el empaque o marbete. Estas
caracteristicas se engloban dentro del perfil del producto

objetivo (TPP).

V.1. Perfil del producto objetivo

El TPP (Tabla 8) se realiz6é conforme al borrador de la guia
ICH para el desarrollo del perfil de un producto [49], la NOM-
012-Z0O0-1993 ‘“Especificaciones para la regulacion de
productos quimicos, farmacéuticos, bioldégicos y alimenticios
para uso en animales o consumo por éstos” [48] y la NOM-072-
SSA1-2012 “Etiquetado de medicamentos y de remedios

herbolarios”.

Tabla 8. Perfil de Producto Objetivo para la suspensiéon de clorhidrato
de enrofloxacina

Atributo Objetivo Justificacion
Denominacion . Nombre atractivo
- Enclorhid -
distintiva para el consumidor
Denominacién Clorhidrato de Nombre del principio
genérica enrofloxacina activo
P L. Principi iv
Forma farmacéutica Suspension 1¢Ip1o activo
insoluble

Esta concentraciéon

Enrofloxacina
rebasa la MIC para

. clorhidrato S
Concentracion equivalente a los principales
Enrofloxacina 1.5% patégenos ca.u_santes
de mastitis
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Atributo

Objetivo

Justificacion

Contenido

Frasco con 250 mL

Tratamiento
completo para dos
cuartos infectados

Via de administracion

Intramamaria

Administraciéon
directa en el sitio de
infeccion

Indicaciones

Agitese antes de
usarse. Administrar
con jeringa y canula.

Homogeneizar el
producto para su
correcta
administracién

Uso

Bovinos. Para el
tratamiento y control
de la mastitis.
Exclusivo para uso

Especie y
enfermedad a la cual
esta destinado el

o producto
veterinario
e ., Antibiético de amplio Clasificacion de
Clasificacion L. .
espectro principio activo
Cmax = 10.2 pg/mL
Tuax = 3.4 h
ti2a0 = 0.5 h .
Farmacocinética [59] tis2p =2.8 h Comp?;?nrr;f:to del
AUMCt = 42.5
png/mL*h
MRT =6.8 h

Advertencias
(Humano) [60]

Nocivo si se ingiere

Puede provocar
reaccion alérgica en
la piel

Puede causar alergia,
asma o dificultad
para respirar si se

inhala

Evitar dafno al
consumidor

Datos de
conservacion y
almacenamiento

Consérvese el frasco
bien cerrado a
temperatura
ambiente no mayor a
35°C en un lugar
seco. Protéjase de la
luz. No se congele ni

refrigere.

Mantener la
estabilidad del
producto durante el
almacenamiento y
uso
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Atributo Objetivo Justificacion

ANTIBIOTICO. El uso
incorrecto de este

roducto puede
Leyendas de P p - Asegurar el uso
causar resistencia

advertencia y : adecuado del

. bacteriana. Su venta .

precautorias [48] . medicamento
requiere receta

meédica. Consulte al

médico veterinario

. - Periodo de

Caducidad 1 afo estabilidad

Razén social Laboratorios Nombre del
DEFARMEX laboratorio fabricante

El uso de la sal clorhidrato, en lugar de enrofloxacina base
e hidrato, se debe al incremento en la solubilidad de 0.66 mg/mL
a 11.44 mg/mL. El aumento en la solubilidad permite mayor
biodisponibilidad del principio activo y por ende un mejor efecto
terapéutico. Sin embargo, la concentracién requerida (15
mg/mL) es superior a la solubilidad, dando como resultado una
suspension. La dosis de clorhidrato de enrofloxacina propuesta
es de 20 mL por cuarto infectado, es decir, 300 mg de principio
activo. Con esta dosis es posible obtener una concentracion en
plasma 10 veces superior a la concentracion minima inhibitoria
(MIC: 10 pg/mL) para los principales agentes patégenos
causantes de mastitis durante aproximadamente 24 horas tanto
en suero como en leche. La MIC para estos microorganismos se
encuentran en la Tabla 9, la concentracion de enrofloxacina en
plasma y leche se encuentran en la Figura 10 y Figura 11,

respectivamente.
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Figura 10. plasma de
enrofloxacina y ciprofloxacina después de una
administracién intramamaria de 300mg en vacas
sanas cada 24 horas por 8 dias [59].

enrofloxacina y ciprofloxacina después de una
administracion intramamaria de 300mg en vacas
sanas (Ni) y con mastitis por S. aureus (Mi) cada
24 horas por 8 dias [59].

Un tratamiento completo consta de una dosis de 20 mL cada 12 horas por tres dias, es decir, seis

administraciones. El volumen requerido para ello son 120 mL, por lo que con la cantidad propuesta

(250mL) se logran tratar hasta dos cuartos infectados. El régimen de dosificacion permite
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mantener la concentracién de enrofloxacina diez veces superior

a la MIC e inferior a niveles téxicos durante todo el tratamiento.

Tabla 9. Concentracion minima inhibitoria de enrofloxacina para

algunos microorganismos.

MIC Microorganismo
(ng/mL)
>2.0 Bordetella bronchiseptica, Campylobacter coli
P. aeruginosa, Streptococcus spp., Enterococcus spp., A.
>1.0 pyogenes, R. equi, S. equi, S. suis, S. zooepidemicus, M.
hyorhinis, C. jejuni
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp, M. synoviae, M.
20.4 iowae

Proteus spp. E. coli, Staphylococcus hyicus, S. aureus,
>0.2 Chlamydia psittaci, M. hyopneumoniae, M. hyosynoviae,
M. bovis, M. agalactiae

S. intermedius, S. aureus, E. coli, C. pseudotuberculosis,

>0.1 . .
Salmonella spp, M. gallisepticum

>0.05 Klebsiella spp., K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, S.
intermedius, E. rhusiopathiae, M. hyopneumoniae

>0.02 P. multocida, P. haemolytica, S. dublin, S. typhimurium,

A. pleuropneumoniae

>0.01 A. pleuropneumoniae, A. suis, H. somnus, P. multocida

Fuente: Enrofloxacina: una fluorquinolona de uso exclusivo en
veterinaria. Parte | [27]

Un tratamiento completo consta de una dosis de 20 mL
cada 12 horas por tres dias, es decir, seis administraciones. El
volumen requerido para ello son 120 mL, por lo que con la
cantidad propuesta (250mL) se logran tratar hasta dos cuartos
infectados. El régimen de dosificacion permite mantener la
concentracion de enrofloxacina diez veces superior a la MIC e

inferior a niveles téxicos durante todo el tratamiento.
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La via de administracion utilizada es la intramamaria ya
que el producto esté disefiado para el tratamiento de la mastitis.
Por medio de esta via el principio activo se encuentra en contacto
directo con el sitio de infeccidn sin la necesidad de pasar por los
procesos de absorcion y distribuciéon de otras rutas. La pobre
absorcion oral en rumiantes descarta el uso de esta via y el bajo
volumen de distribucion dificulta el uso de otras rutas de
administracion.

La enrofloxacina es una molécula fotosensible [15],
haciendo necesario el uso de un empaque primario resistente a
la luz (frasco ambar de vidrio). Ademadas, al tratarse de una
suspension, una temperatura de almacenamiento alta propicia
la descomposicién del principio activo, en tanto que una
temperatura baja facilita la cristalizacion.

El uso de este farmaco puede producir resistencia
bacteriana, por lo que se recomienda su uso sé6lo bajo la
supervisiéon de un médico veterinario que realice pruebas de
susceptibilidad microbiana y que lleve un registro del
tratamiento. En caso de ser posible, antes de utilizar una
quinolona se debe hacer uso de un antibiético de bajo espectro
con el fin de evitar resistencia bacteriana.

Con base a la informacion del TPP se llevdé a cabo el

proyecto de marbete, el cual se muestra en el Anexo I1.
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V.2. Perfil de calidad del producto objetivo

Después de la elaboracion del TPP se realiza un perfil de

calidad QTPP (Tabla 10) que establece las especificaciones

necesarias para garantizar la seguridad y eficacia del producto.

El QTPP se realiza tomando en consideracion

los puntos

mencionados en la ICH Q6A “Especificaciones: Procedimientos

de prueba y criterios de aceptacion para nuevos farmacos y

nuevos medicamentos — Sustancias quimicas” [46].

Tabla 10. Perfil de Calidad del Producto Objetivo para la suspension de
clorhidrato de enrofloxacina

incluida en el producto

coincide con la etiqueta

[36]. Debe incluir entre
95.0% y 105.0%.

Atributo Objetivo Justificacion
Descripcién | Suspension blanca, opaca, | Cualquier variacién en la
viscosa, libre de grumos. apariencia puede ser
Puede presentar ligera signo de inestabilidad
sedimentaciéon que fisica, quimica o
resuspende al agitarse. microbioldgica.
Identidad Confirmar que la sustancia | El responsable del efecto
incluida en el producto terapéutico es principio
coincide con la de la activo, por lo que un
etiqueta [36]. cambio en la identidad
altera la seguridad y
eficacia del producto.
Valoracion Confirmar que la cantidad El incremento en la

cantidad de principio
activo puede conducir a
un efecto toxico,
mientras que el
decremento lleva a la
reduccién de eficacia
terapéutica y resistencia
bacteriana.
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Atributo

Objetivo

Justificacion

Impurezas

sustancias generadas
durante la fabricacién o
almacenamiento del
medicamento, asi como
sustancias no deseadas
agregadas durante la
manufactura [36].

Garantizar la ausencia de

Una sustancia ajena al
principio activo o
excipientes es un

indicativo de

inestabilidad,
incompatibilidad o no
conformidad con las
buenas practicas de

fabricacion.

pH

Mantener estabilidad del

entre 3.5y 4.5

principio activo. Intervalo

El aumento de pH lleva a
un cambio de forma
cristalina del principio
activo, disminuyendo su
solubilidad. Ademas, la
disminucién de pH resulta
en una suspension que
provoca irritacion en el
sitio de administracion.

Viscosidad

Mantener la
homogeneidad del
producto durante la
aplicacion y retenerlo en
el sitio de administracion.
Intervalo 250 % 50 cps a
20°C.

Un valor mayor da como
resultado un producto
demasiado viscoso para
ser manipulado y
administrado con
facilidad.

Valores menores
aumentan la velocidad de
sedimentaciéon y permiten
la salida del medicamento
tras la administracion a

través del pezoén.

Tamafio de
particula

Asegurar la estabilidad
fisica del principio activo y
su biodisponibilidad [40].
Intervalo de 1 a 20 pm.

Mayor tamafio de
particula acelera la
velocidad de
sedimentacion y
disminuye la
biodisponibilidad. Menor
tamarfio de particula lleva
a un potencial efecto
toxico y facilita la
cristalizacion del principio

activo [39].
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Atributo Objetivo Justificacion
Potencial Evita la formacién de un En este intervalo se
zeta sedimento duro dificil de favorece la floculacion,
resuspender. Intervalo de | ademas, fuera del mismo
5a25 mv se reduce el grosor de la

capa de solvatacion,
permitiendo un mayor
acercamiento entre
particulas suspendidas, lo
cual induce la formacién
del “cake” [61].

V.3. Propuesta de formulaciéon

Debido a la falta de homogeneidad durante la aplicacion,
mala permanencia en el sitio de administracibn, aumento de
tamafio de particula, asi como los cambios en la estabilidad
fisica, quimica y microbiolégica del producto, es necesario incluir
excipientes que controlen estas caracteristicas y aseguren la
seguridad y eficacia del tratamiento. Las propiedades de cada

I\\

excipiente se encuentran resumidas en el “"Anexo |. Propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas”.

El presente trabajo se basé6 en la formula de la Tabla 11,
la cual presentdé baja permanencia en el sitio de aplicacion,
sedimentacion rapida y exceso de formacién de espuma durante
la agitacion. Estas propiedades dificultan la administracion,
haciendo necesario reformular el producto. Con el fin de corregir
las caracteristicas mencionadas, se elimind el lutrol, se aumentoé
la cantidad de goma xantana y se agregaron manitol, sorbitol y

PVP. La formula propuesta se encuentra en la Tabla 12.
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Tabla 11. Férmula inicial

Excipiente

Proporcién

Funcion

Clorhidrato de

. 1.5 % Principio activo
enrofloxacina
Viscosante
Goma xantana 0.25 % Agente suspensor
Agente estabilizante
Lutrol 5.0 % Humectante
Manitol 10.0 % Incrementar
densidad
Propilenglicol 5.0 % Cosolvente
Acido acético Llevar a pH 4.0 Agente acidificante
Agua cbp 250 mL Vehiculo
Tabla 12. Propuesta de formulaciéon
Excipiente Proporcion Funcion
Clorhldratq de 1.5 % Principio activo
enrofloxacina
Viscosante
Goma xantana 0.5 % Agente suspensor
Agente
estabilizante
Viscosante
PVP 5.0 % Agente suspensor
Agente
estabilizante
Manitol 10.0 % Incrementar
densidad
Propilenglicol 5.0 % Cosolvente
Sorbitol 70 % w/v 70.0 % Vehiculo
Acido acético Llevar a pH 4.0 Ag_]e_nte
acidificante
Agua cbp 250 mL Vehiculo

El lutrol, que se

encontraba en una cantidad excesiva, fue

eliminado. Si bien, los tensoactivos se adsorben en la superficie
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de moléculas liéfobas disminuyendo la energia libre del sistema,
permitiendo asi mayor area superficial y retardo en la
cristalizacion, el uso de polimeros hidrofilicos como la goma
xantana y la polivinilpirrolidona (PVP) forman una red alrededor
de las particulas suspendidas, mejorando la humectacion y
evitando su aglomeracién [40]. Este tipo de polimeros forman,
ademads, suspensiones ligeramente floculadas, mejorando la
estabilidad fisica [40, 61]. El aumento de viscosidad, aunado a
las propiedades mucoadhesivas de la goma xantana, impide la
salida del medicamento del sitio de administraciéon [62].

Otro aspecto importante de la incorporacibn de goma
Xxantana es su comportamiento pseudoplastico, en otras
palabras, cuando se aplica una fuerza sobre la preparacién, por
ejemplo, durante la agitacion previa a la administracion, la
viscosidad disminuye permitiendo una facil resuspendibilidad y
homogenizaciéon del producto. Cuando la agitaciéon es
suspendida, la viscosidad regresa a su estado inicial, retrasando
la velocidad de sedimentacion [40].

La inclusién de manitol y sorbitol incrementan la densidad
de la fase dispersante, permitiendo igualarla con la fase
dispersa, disminuyendo la velocidad de sedimentaciéon tal como
indica la ley de Stokes. Ademas, el uso de propilenglicol como
cosolvente incrementa la solubilidad del principio activo.

Finalmente, el &cido acético es usado como agente
acidificante ya que la enrofloxacina es estable a pH menor a 5
[63].
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V.4. Propuesta de proceso de produccion

Las operaciones unitarias involucradas en la fabricacion de
suspensiones farmacéuticas incluyen la dispersién del farmaco,
mezclado con el resto de excipientes, homogenizacion, ajuste de
pH y acondicionamiento [40]. El proceso propuesto se muestra

en la Figura 12.

Homogeneizar
\L —> (5 min a
10,000 rpm)
Sorbitol

Propilenglicol - Mezclar

Clorhidrato de Llevara pH 4

enrofloxacina —> Dispersar
PVP

Manitol —> Mezclar Acondicionamiento

|

Homogeneizar
(5 min a
10,000 rpm)

-
Xantana Mezclar

Figura 12. Proceso de fabricacion de la suspension

En cuanto a la importancia de la velocidad de adicion se
observé que agregar rapidamente los polimeros provoca
aglomerados dificiles de dispersar, en especial de goma xantana,

lo cual impacta directamente en la viscosidad de la suspension.
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Durante la fabricacion se realizan dos homogenizaciones,
una después de agregar PVP y otra tras la adicion de goma
xantana. Se llegé a este proceso al observar que con una sola
homogenizacion luego de incorporar todos los excipientes,
permanecian aglomerados de polimero que afectan Ila

apariencia, viscosidad e inyectabilidad del producto.

V.5. Valoraciéon de riesgos

La identificacién de atributos criticos de calidad permite
asignar las prioridades a tratar durante el proceso de produccién
y evitar riesgos que repercutan en la calidad del medicamento.
En el desarrollo de esta suspensién, las fuentes de menor riesgo
son inyectabilidad y velocidad de sedimentacion por lo que no

seran objeto de anélisis posterior (Tabla 13)

Tabla 13. Matriz de riesgos para la identificacion de CQA.

Probabilidad Baja Media Alta
(Fallo muy (Fallo ocurre (Fallo ocurre
poco probable) con baja regularmente)
Severidad frecuencia)
Alta 3.5> pH <4.5
(Producto fuera | Potencial zeta
de (-25 a T
especificacion) +25mV)
Tamafo de
Media Inyectabilidad particula (1pm -
(Impacto Velocidad de === 20um)
intermedio en sedimentacion Viscosidad
la calidad) (200cps - 300
cps)
Baja
(Producto
dentro de T T T

especificaciéon)

Blanco: Riesgo Bajo, Gris: Riesgo intermedio, Negro: Riesgo Alto.
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En cambio, pH, potencial zeta, tamafio de particula y
viscosidad tienen mayor severidad y probabilidad de ocurrencia.
Para estos cuatro atributos se procede a realizar diagramas de
Ishikawa que permiten visualizar las posibles causas del
problema. Las pruebas de identidad, valoracion e impurezas no
se consideran en el analisis de riesgos ya que son pruebas
obligatorias por parte de las autoridades regulatorias [46].

Los diagramas de Ishikawa muestran las causas que se
deben tomar en cuenta para evitar que ocurra un problema
determinado, orientar la toma de decisiones para tener un
control estricto durante todo el proceso de fabricacién y con ello
asegurar la calidad del producto. Para elaborarlos se sigui6 el
criterio de las 7 M’s para los procesos productivos las cuales son:
materiales, mano de obra (personal), método, medicién, equipo
(machine), medio ambiente y gerencia (management). Los
diagramas de Ishikawa de las Figuras 13, 14, 15 y 16 fueron
elaborados por los sustentantes de esta tesis tomando en cuenta
la opinién de una médico veterinario y revisados por el asesor

del tema Dr. Jorge Esteban Miranda Calderén.
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Aguja
Formulacion ; ; ;
Equipo Velocidad de cizalle Medio ambiente
Sorbitol
Clorhidrato de enrofloxacina Redmetro
Temperatura
PVP
Goma Xantana
Acido acético . .
» Viscosidad
Orden de adicién c i
Dispersion del agente viscosante apacitacion
Velocidad de adicion
Velocidad de homogenizacion Habilidad
Metodo Personal

Figura 13. Diagrama de Ishikawa para viscosidad
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Formulacién Equipo Agitacién
Clorhidrato de enrofloxacina Analizador de tamafio de particula

Goma Xantana

Acido acético
» Tamafio de particula

Tamizado de materia prima Temperatura Capacitacién

Tiempo vy velocidad de

homogeneaizacién Habilidad

Método Condiciones de Personal
almacenamiento

Figura 14. Diagrama de Ishikawa para tamafo de particula
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Formulacion Equipo Estandares

_ o Potenciémetro
Acido acetico

pH

v

Capacitacion

Habilidad

Personal

Figura 15. Diagrama de Ishikawa para pH
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Posicién del electrodo

Formulacion Equipo Calibracién

Clorhidrato de enrofloxacina Analizador de potencial zeta

Acido acético

» Potencial zeta

Dispersar muestra Temperatura Capacitacién

Tamafio de particula en

suspension Habilidad

Método Condiciones de Personal
almacenamiento

Figura 16. Diagrama de Ishikawa para potencial zeta
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Una vez obtenidas todas las posibles causas se procede a
realizar un analisis de modo de fallo y efectos (AMEF) para
determinar cuales causas tienen mayor severidad, ocurrencia y
deteccion. Agquellas que obtengan un numero de prioridad de
riesgos (RPN) mayor son las que deben ser tratadas como
prioridad. EI AMEF fue realizado por el mismo equipo de trabajo
que elaboré los diagramas de Ishikawa.

Antes de realizar el AMEF se debe establecer una escala
de severidad, ocurrencia y deteccion, de tal manera que se
trabaje con la misma escala durante todo el proceso, ademas,
se debe indicar a partir de qué valor de RPN comienza a
considerarse critica la causa a tratar. La escala utilizada se
muestra en la Tabla 14.

En el AMEF de la Tabla 15, los atributos con niamero de
prioridad de riesgos (RPN) mayor o igual a 40 seran
considerados atributos criticos de la calidad (CQA). Ademas,
aquellas causas con RPN > 40 seran considerados como
parametro critico del proceso (CPP) o como atributo critico de
los materiales (CMA), segun corresponda. Este nUmero aumenta
segun la severidad, probabilidad de ocurrencia y capacidad de
deteccion del riesgo asociado a cada CQA, CPP y CMA. Los
atributos con tal RPN son viscosidad y tamafo de particula, por
lo que dichas caracteristicas seran consideradas como CQA. Para
viscosidad el CPP es el orden de adiciéon, mientras que el CMA es
incremento en el porcentaje de goma xantana. Para tamafio de

particula los CMA’s son tamafio de particula disperso de la
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materia prima y cristalizaciéon de las particulas en suspension.
Este analisis esta representado en la Tabla 16. Con base en estos
resultados se deben disefar estrategias que eliminen, o al

menos, minimicen el riesgo en futuras fabricaciones.

73



V.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 14. Puntaje de severidad, ocurrencia y deteccién usado en el AMEF

Puntos Severidad Ocurrencia Deteccion
10 Pellgrosal‘nente alto. 10 o mas lotes Indetectable. Sin controles
Muerte o dafio permanente defectuosos
Extremadamente alto. Dafo al 9 lotes _Muy re_mota. I?roducto S,e muestrea,
9 . inspecciona y libera segun un plan de
consumidor defectuosos
muestreo
Muy alta. Reaccién adversa, no 8 lotes Remota. Producto es aceptado basado en que
8 i
conformidad BPF defectuosos no hay defectos en una muestra
. Al_t_a. Produce unidades 7 lotes Muy baja. Producto 100% inspeccionado
7 inutilizables y alto grado de
. . - . defectuosos manualmente en proceso
insatisfaccion del consumidor
Moderada. Se presentan 6 lotes Baja. Producto 100% inspeccionado
6 numerosas quejas y alto grado manualmente usando dispositivos a prueba de
. . g - defectuosos
de insatisfaccion del consumidor errores
. . Moderada. Control estadistico de proceso
Baja. Se presentan quejas 5 lotes . - -
5 . (SPC) usado en linea y producto final analizado
aisladas defectuosos .
fuera de linea
Muy baja. No rg!amonada con la 4 lotes Moderadamente alta. SPC con reaccion
4 forma de dosificar. Aceptada . - D, e
o . defectuosos inmediata a condiciéon fuera de especificacion
facilmente por el cliente
3 Inferlpr. _P_ercgptlble pero poco 3 lotes Alta. SPC con Cpk>1.33
significativo al cliente defectuosos
o -
5 Muy inferior. Fallo no evidente 2 lotes Muy alta. Productq _100/0 inspeccionado
defectuosos automaticamente
. 1 o ningdn lote Casi segura. Defecto evidente, producto 100%
1 Ninguna - - o
defectuoso inspeccionado automéaticamente
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Tabla 15. Analisis de modo de efectos y fallos (AMEF)
Atributo Modo de
de Efecto Causa Controles RPN | Recomendacion
i fallo
calidad
Incremento ..
> 10% goma 56 Seguimiento del
PNO
Xantana
Incremento 3 Seguimiento del
> 10% PVP Medicién de PNO
Incremento viscosidad 6 Seguimiento del
sorbitol > 10% PNO
Incremento Seguimiento del
Resuspendibilidad enrofloxacina 4 9 PNO
dificil > 10%
Cambio de una L,
Viscosidad unidad de pH Medicion de pH 4 Llevar a pH 4.5
Viscosidad alta Or_d_e,n de Hoja de Seguimiento del
> 300 cps adicion de S 49
L. verificacion PNO
excipientes
Temperatura de Monitoreo Revisar
almacenamiento | temperatura de 6 condiciones de
< 10°C almacenamiento almacenamiento
Incremento Seguimiento del
> 10% goma 56 g
PNO
xantana Medicion de
Difusioén lenta Incremento viscosidad 3 Seguimiento del
> 10% PVP PNO
Incremento 6 Seguimiento del
sorbitol > 10% PNO
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Atributo Modo de
de Efecto Causa Controles RPN | Recomendacién
. fallo
calidad
IncremenFo Medicion de Seguimiento del
enrofloxacina - . 4
> 10% viscosidad PNO
Viscosidad Ca”."b'O de una Medicién de pH 4 Llevar a pH 4.0
e unidad de pH
alta Difusion lenta — - —
Orden de adicion Hoja de Seguimiento del
< 300 cps . e L 49
de excipientes verificacion PNO
Temperatura de Monitoreo Revisar
almacenamiento temperatura de 6 condiciones de
< 10°C almacenamiento almacenamiento
Decremento Seguimiento del
> 10% goma 35 9
PNO
xantana
Viscosidad Decremento 5 Seguimiento del
= 10% PVP Medicion de PNO
Decremento viscosidad 6 Seguimiento del
sorbitol = 10% PNO
. . Incorrecta
Viscosidad . Decremento .
. permanencia . Seguimiento del
baja . enrofloxacina 3
en el sitio de PNO
< 200 cps - - > 10%
administracion Cambio de una
unidad de pH Medicion de pH 5 Llevar a pH 4.0
Orden de adicién Hoja de Seguimiento del
. - 49
de excipientes verificacion PNO
Velocidad de _
L s Seguimiento del
adicion del agente Supervision 6 PNO
viscosante
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Atributo

de ML e Efecto Causa Controles RPN | Recomendacion
: fallo
calidad
Dispersion del s Seguimiento del
agente Supervision 7
. PNO
viscosante
Exceso de _—
Incorrecta velocidad de 3 Seguimiento del
Viscosidad - NN Verificar PNO
. . " permanencia | homogeneizacién .
Viscosidad baja . - condiciones de
en el sitio de | Exceso de tiempo = -
< 200 cps - > operacion Seguimiento del
administracion de 2
o PNO
homogeneizacion
Temperatura de Monitoreo Revisar
almacenamiento | temperatura de 6 condiciones de
< 10°C almacenamiento almacenamiento
Inestabilidad Decremento %
del principio Py PO 70 Medicién de pH 1 Llevar a pH 4.0
. acido acético
activo
Cambio de
pH alto forma o
pH >5.0 | polimorficadel | DSCremento % . icion de pH 8 Llevar a pH 4.0
L acido acético
principio
activo
Cambio de Decremento % Medicién de
. . P s : . 2 Llevar a pH 4.0
viscosidad acido acético viscosidad
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Atributo Mleel
. de Efecto Causa Controles RPN | Recomendaciéon
de calidad
fallo
— o
Ine_sta}b_llldad_del Irjc_remen’t(? & Medicién de pH 1 Llevar a pH 4.0
. principio activo acido acético
pH bajo -
pH Cambio de forma
< 3.0 L Incremento % C
polimorfica del L P Medicion de pH 2 Llevar a pH 4.0
L - acido acético
principio activo
Cristalizacion Andlisis de Revisar
del principio tamano de 72 condiciones de
activo particula almacenamiento
Eicorsomeon:"oa Medicion de a Seguimiento del
- 9 viscosidad PNO
Xantana
~ Cambios
Tama}no de B bruscos de Monitoreo Revisar
particula | Tamafio o Mengr_ _ temperatura temperatura de 5 condiciones de
en > 20um | biodisponibilidad mayores a almacenamiento almacenamiento
suspension 20°C
pH>5 Medicion de pH 6 Llevar a pH 4.0
Tamarfio de -
articula de Verificar
part certificado de Analisis de
clorhidrato de P 12 . .
. analisis del materia prima
enrofloxacina
proveedor

materia prima
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Atributo

Modo de

. Efecto Causa Controles RPN | Recomendacion
de calidad fallo
Menor velocidad de - Seguimiento del
. Verificar 7
homogeneizacion _, PNO
: condiciones —
. Mayor Menor tiempo de L Seguimiento del
~ Tamafo . L de operacion 6
Tamafo de de velocidad homogeneizaciéon PNO
particula en P de Tamarfo de particula Verificar
- particula L - o
suspension disperso formacion disperso de certificado Analisis de
de cristales clorhidrato de de analisis 70 . .
. materia prima
enrofloxacina del
materia prima proveedor
Incremen_to Hoja de Seguimiento del
L. enrofloxacina o S 4
Mayor a Formacion verificacion PNO
" ” = 10%
25 mV de "cake Medicion de
. < H 4.0
Potencial pH =3 pH 8 Llevar a p
zeta Decremen_to Hoja de Seguimiento del
.. enrofloxacina o . 4
Menor a Formacion o verificacion PNO
nw ” 2 10 /0
-25mV | de "cake Medicion de
pH =5 pH 8 Llevar a pH 4.0
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Tabla 16. Resumen de la valoracién de riesgos

COA CPP RPN CMA RPN
Orden de
Viscosidad adicion de 49 % goma xantana 56
excipientes
Tamafo de particula
Tamafio de disperso de enrofloxacina | 70
particula ) ) materia prima
Cristalizacion 72

V.6. Espacio de disefio

Dentro de los CMA’s, se puede hacer un espacio de disefio

del porcentaje de goma xantana para obtener un intervalo

adecuado donde la viscosidad (CQA) permita facil resuspension

y buena permanencia en el sitio de administracion. Para ello se

llevé a cabo un experimento donde se varié la concentracion de

goma xantana (0.25%, 0.625% 1.0%), el porcentaje de sorbitol

(60%, 70% y 80%) y se evalud de forma empirica la viscosidad

del producto con base en su apariencia y manipulacién conforme

a la escala de la Tabla 17.

Tabla 17. Escala de viscosidad

Viscosidad Escala
Muy baja 1
Baja 2
Adecuada 3
Alta 4

Muy alta 5,6y7

Una viscosidad adecuada puede obtenerse siguiendo

proporciones de goma xantana y sorbitol de la linea 3 de la

Figura 17. Para obtener una mayor robustez se elige el punto
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medio de esta linea, que coincide con las condiciones sorbitol
70% y goma xantana 0.5%. Al medir la viscosidad de esta
suspension se obtuvo un valor de 250.6 cps a una velocidad de

cizalle de 40 (1/s), determinando asi el valor objetivo de

AN

0.45 0.65 0.85
% goma xantana

viscosidad para el QTPP.
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Figura 17. Grafico superpuesto de porcentaje de goma xantana
y sorbitol sobre la viscosidad. Las lineas azules representan la escala
empirica de viscosidad de la Tabla 17.

V.7. Estrategias de control
V.7.1. Identidad e impurezas
Las pruebas de identidad e impurezas se desarrollaron

bajo el método 1V.4. Cromatografia de capa delgada.

Tabla 18. TLC del producto para identidad

Muestra Distancia recorrida RF
Estandar 4.3 cm 0.540
Producto 4.4 cm 0.545
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Tabla 19. TLC del producto para impurezas

Muestra Distancia recorrida Rr
Estandar 4.3 cm 0.540
Estandar en HCI 1N 4.3 cm 0.540
Estandar en KOH 1N 4.3 cm 0.540
Producto 9 meses 4.3 cm 0.540

Figura 18. TLC del producto para identidad e impurezas
observada bajo luz UV a 254 nm. Las muestras se encuentran
ordenadas de izquierda a derecha como producto, producto a los 9
meses, estandar, estandar HCI 1 N y estdndar KOH 1 N.

En cuanto a la identidad, no se observaron manchas
distintas a las de la enrofloxacina en la solucién estandar ni en
el producto (Figura 18) y en ambos casos se obtuvo el mismo
Rr, por lo tanto, se trata de la misma sustancia (Tabla 18).

Para la prueba de impurezas no se observan manchas
distintas a la enrofloxacina en condiciones &cidas o alcalinas, por
lo que se deduce que no hay degradacién en ambas condiciones
y la enrofloxacina se considera quimicamente estable en todo el

intervalo de pH (Figura 18 y Tabla 19).
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En la cromatografia las muestras tienen forma de
“cometa”, este efecto se debe a un exceso de enrofloxacinay a
la composicion de la fase movil. Para evitar este efecto se debe
disminuir la cantidad de principio activo por medio de diluciones

y aumentar la proporcién de disolvente no polar en la fase moévil.

V.7.2. Valoracion
La valoracién se llevdé a cabo segun el método 1V.3

Valoracion.

Tabla 20. Valoracién del producto

Muestra A?Z(;Tnenq;ia Contenido (26)
Producto inicial 0.6107 98.7
Goma xantana 0.0074 -

Producto 9 meses 0.507 97.4
Estandar (15.3 mg) 0.508 -
Gomz::n><eir;tsana 9 0.022 _

En la valoraciéon del producto inicial se utilizé la curva de calibracion.
Para la valoracion del producto a los 9 meses se utilizé un estandar
clorhidrato de enrofloxacina.

El producto inicial (t=0) contiene el 98.7% de
enrofloxacina mientras que el mismo producto a t= 9 meses
almacenado a temperatura ambiente, en frasco ambar, a pH de
4.0y libre de agentes oxidantes contiene el 97.4%, presentando
una pérdida del 1.3% de principio activo. A pesar de la perdida
observada el intervalo en el que se encuentra esta dentro de los
parametros establecidos, los cuales son del 95%-105%. Este

intervalo debe cumplirse ya que por debajo de lo establecido el
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medicamento puede no presentar la actividad terapéutica
requerida, mientras que valores superiores pueden causar
toxicidad. La pérdida de la enrofloxacina se debe a la
cristalizaciéon del principio activo, ya que la fraccién encapsulada
es incapaz de absorber la luz UV provocando una disminucién en

la lectura.

V.7.3. pH
La medicion de pH se desarroll6 siguiendo el método 1V.5

Medicion de pH.

Tabla 21. Medicién de pH

Lote pH
EC-LOTE-0001 3.9
EC-LOTE-0002 3.9
EC-LOTE-0003 3.9
EC-LOTE-0004 4.1
EC-LOTE-0005 4.0
EC-LOTE-0006 3.9
EC-LOTE-0007 4.0
EC-LOTE-0008 4.1
EC-LOTE-0009 4.1
EC-LOTE-0010 4.0

EC-LOTE-0010 (t = 9 meses) 4.0

Media 4.0

Desviacién estandar 0.08

El pH de todas las suspensiones se mantuvo cercano a
4.0, en el cual el clorhidrato de enrofloxacina se mantiene
estable. A pH superior a 5.0 el farmaco puede cambiar de forma
polimodrfica formando un cristal diferente de menor solubilidad.

El cambio de solubilidad impacta directamente en Ila
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biodisponibilidad del principio activo, disminuyendo la eficacia
terapéutica. La ausencia de un conservador antifungico y el pH
de la suspension permiten el crecimiento de hongos, por lo

tanto, se debe controlar la asepsia durante la manufactura.

V.7.4. Viscosidad

La mediciéon de viscosidad se desarrollé siguiendo el método
V.7.4 Viscosidad. La viscosidad de la suspensién a una velocidad
de cizalle baja es 257.4 cps, al incrementar esta velocidad se
obtiene un valor de 245.8 cps, tal como se indica en la Tabla 22
y la Figura 19. Este decremento es caracteristico de un material
pseudoplastico, tal como la goma xantana. Dicho
comportamiento es Util para la administracion de la suspension,
ya que al aplicar fuerza durante la agitacion del producto se
disminuye la viscosidad y es mas sencillo manipularla. Por el
contrario, durante el almacenamiento no se ejerce fuerza sobre
el producto, manteniendo la viscosidad elevada, con lo cual se
logra retrasar la colisidon entre particulas y evitar la formacién de

un sedimento duro dificil de resuspender denominado “cake”.
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Tabla 22. Medicién de viscosidad
1/s cps 1/s cps 1/s cps
10 257.4 40 250.6 70 247.7
11 256.6 41 250.8 71 247.7
12 256.6 42 250.4 72 247.7
13 257.0 43 250.5 73 247.5
14 255.9 44 250.0 74 247.6
15 255.3 45 250.1 75 247.3
16 255.5 46 249.9 76 247.4
17 255.4 47 249.9 77 247.2
18 255.1 48 249.8 78 247.0
19 254.7 49 249.6 79 247.0
20 253.8 50 249.4 80 246.9
21 253.4 51 249.2 81 246.8
22 253.8 52 249.3 82 246.9
23 253.5 53 249.2 83 247.0
24 253.2 54 249.3 84 246.8
25 253.1 55 249.0 85 246.3
26 253.1 56 249.0 86 246.5
27 252.6 57 248.9 87 246.6
28 252.9 58 248.6 88 246.5
29 252.2 59 248.8 89 246.3
30 252.4 60 248.5 90 246.4
31 252.2 61 248.5 91 246.4
32 251.7 62 248.5 92 246.0
33 251.9 63 248.4 93 246.3
34 251.5 64 248.1 94 246.2
35 251.8 65 248.1 95 246.2
36 251.1 66 247.9 926 246.2
37 250.8 67 247.9 97 245.9
38 250.9 68 247.8 98 246.0
39 250.6 69 248.0 99 246.1
100 245.8
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Figura 19. Grafico de viscosidad vs velocidad de cizalle

Una viscosidad cercana a 250 cps es adecuada para la
permanencia de la formulacion en el sitio de accion, asi como
para una buena difusiébn, ya que a una viscosidad mayor el
medicamento es dificil de administrar y se retrasa la liberacion,
mientras que a una viscosidad menor se corre el riesgo de que
salga a través del pezén. Para alcanzar dicha viscosidad es
necesario asegurar la correcta dispersiéon de la goma xantana
mediante una agitacion moderada; si la fuerza de agitacion es
insuficiente la goma no se humecta adecuadamente dando como

resultado suspensiones con menor viscosidad.
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V.7.5. Tamafo de particula
La determinacion de tamafio de particula se realizd

siguiendo el método 1V.8. Tamafo de particula.

Tabla 23. Determinacién de tamafo de particula

Tiempo 0 meses Tiempo 9 meses
Media 13.567 pm Mediaa 257.902 pm
DES\{IaCIOI’l 4.835 Desy|a0|on 199 958
estandar estandar 1
Mediaz 1931.120 pm
Desy|a0|on 441 308
estandar 2

El tamafio de particula inicial de la enrofloxacina en
suspension es de 13.57 + 4.83 pum mientras que a t=9 meses
se observaron dos poblaciones, una de 257.90 + 199.96 um vy
otra de 1931.12 * 441.31 pym, lo que indica que hubo un
incremento en el tamafio de particula asociada a la cristalizacion
del principio activo (Tabla 23).

El tamafio de particula adecuado para la suspension es de
1-25 pm ya que valores fuera de este intervalo afectan la

biodisponibilidad del principio activo. Ademas, un tamafo de
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particula disperso acelera la velocidad de crecimiento de los
cristales tal como indica la teoria de maduracion de Ostwald.
Para evitar el crecimiento de cristales que se observa a los
nueve meses se pueden incluir a la formulacion polimeros
coloidales, como la goma xantana, que rodea las particulas
evitando el contacto entre ellas [40]. A pesar de que en la
formulacion se utilizé este polimero la capacidad de la goma fue
insuficiente para evitar el crecimiento de particula, por lo tanto,
se sugiere el uso de tensoactivos que se adsorben en la
superficie de las particulas suspendidas disminuyendo la energia
libre, mejorando la humectabilidad y por ende, evitar la

aglomeracién de particulas para la formacién de cristales.

V.7.6. Potencial zeta

La medicibn de potencial zeta se desarrollé segun el
meétodo V.7 Potencial zeta. La particula en suspensiéon a la que
se puede medir el potencial zeta es la enrofloxacina. Esta
molécula presenta un grupo acido y uno alcalino, por lo que su
carga depende directamente del pH del medio. El pKa del acido
carboxilico es 5.97 y el de la amina terciaria es 7.72, haciendo
que a pH 4 ambos grupos se encuentren protonados dando como
resultado una carga neta positiva.

En el medio de dispersion, las particulas de enrofloxacina
son cubiertas por una capa de contraiones de carga opuesta
(capa de Stern) y éstas, a su vez, por una capa de co-iones y
contraiones que, a medida que se aleja de la particula en

suspension, se vuelve neutra (capa difusa). El potencial zeta es
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el potencial eléctrico que existe entre la capa de Stern y el punto
de neutralidad de la capa difusa. En el sistema bajo estudio no
se encuentran otros iones, por lo que se espera que tenga una
carga igual al de la particula en suspensiéon. Los resultados se

muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Potencial zeta

Potencial zeta (mV)
7.3 8.1
7.1 7.7
7.7 7.7
6.8 6.8
8.1 7.2
Media 7.5
Desviacién estandar 0.5
Temperatura 22 °C
pH 4.0
% de sélidos 1.5
Densidad enrofloxacina 1.385 g/cm?3

Siguiendo la teoria DLVO, un potencial de 7.5 = 0.5 mV
es un potencial bajo que, por medio de repulsién electrostéatica
mantiene las moléculas lo suficientemente alejadas como para
no producir codgulos, y a la vez, permite interacciones de
atraccién tipo Van der Waals generando fléculos facilmente
redipsersables, dando como resultado un sistema estable que

evita la formacion de sedimento [61].

V.7.7. Tratamiento intramamario
Se siguié el método V.9 Tratamiento intramamario. Al

comparar el tratamiento del medicamento con respecto al
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farmaco disperso en agua, se observa un mayor tiempo de
residencia de la enrofloxacina en leche después de ocho horas
tras la administracion, tal como indica la Figura 20. Esta
caracteristica se debe principalmente a la goma xantana, la cual
forma una red que atrapa las moléculas del farmaco, retrasando

su liberaciéon y prolongando el efecto terapéutico.

Concentracion (ug/mL)

Figura 20. Concentracion en leche de enrofloxacina tras la
administraciéon intramamaria de medicamento (preparado) y de
farmaco suspendido en agua (sal) a la misma concentraciéon (300 mg)
en vacas con mastitis clinica tratadas con una dosis cada 24 horas.
Fuente: Viveros, P. M., Eficacia, toxicidad y farmacocinética en vacas
con mastitis clinica tratadas por via intramamaria con enrofloxacina
clorhidrato. Tesis de maestria. En impresién. Universidad Nacional
Auténoma de México.

El medicamento se probé a un grupo de 33 vacas con
sintomas de mastitis, de las cuales a 30 se elimind la

enfermedad, es decir, 90.9% de la poblacion tratada respondi6
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de manera positiva al tratamiento (Tabla 25). Para el 9.1% de
la poblacién restante se sugiere consultar al médico veterinario
para prolongar el tratamiento hasta por siete dias. Si no se
observa una mejora en el tratamiento se debe llevar a cabo una
prueba de sensibilidad microbiolégica para verificar que la cepa

Nno presente resistencia bacteriana.

Tabla 25. Tratamiento intramamario

Respuesta al tratamiento (Ganado Holstein Fressian)
Vacas Tratadas 33
Dosis 15mg/mL
Frecuencia 24h /3 dias
Vacas con respuesta favorable 30

Durante el tratamiento es importante que el animal se
encuentre en un ambiente limpio, libre de focos de infeccion
como excrementos, maquinaria sucia y asepsia del ordefiador,

las cuales, al no ser controladas, prolongan la infeccion.

V.8. Reduccidon de riesgos

El atributo de calidad que presenta mayor riesgo es el
incremento de tamafio de particula cuyas causas son dispersion
de tamarfio de particula de la materia prima y la cristalizacion.
La dispersion puede evitarse triturando el principio activo y
realizando un tamizado previo a la fabricacion. La cristalizacion
se evita agregando un agente tensoactivo el cual disminuye la
tension interfacial entre la particula suspendida y el medio de

dispersion. Al disminuir la tensién interfacial disminuye la
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energia libre del sistema, estabilizando la suspension y evitando
el crecimiento de tamafo de particula.

El tensoactivo seleccionado debe ser no iénico para evitar
cambios en la solubilidad y en el potencial zeta del clorhidrato
de enrofloxacina, ademas, debe tener un HLB entre 7 y 9. Como
ejemplo se encuentra el monolaurato de sorbitan (Span 20) en
una proporcion menor a 0.05% [64].

El otro CQA es la viscosidad y su CMA es el porcentaje de
goma xantana. Para resolver esto se llevo a cabo el espacio de
disefio de la secciébn V.6, arrojando como resultado una
proporcién de goma xantana 0.5% y sorbitol 70%.

En cuanto al CPP orden de adicion de excipientes, se debe
agregar primero el propilenglicol para dispersar mas facilmente
la enrofloxacina, e incorporar los polimeros posteriormente ya
que agregarlos antes dificulta su dispersién. De no seguir este

orden se forman aglomerados imposibles de dispersar.
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VI. CONCLUSIONES

Se desarroll6 la férmula y proceso de produccion de una
suspension intramamaria de clorhidrato de enrofloxacina
efectiva en el tratamiento de mastitis en bovinos mediante la
aplicacion de calidad por disefio.

A partir del TPP y QTPP se establecieron las caracteristicas
que el producto debe tener para cumplir con las especificaciones
de seguridad y eficacia. Mediante la identificacion, analisis y
evaluacion de riesgos de los atributos fisicos, quimicos y
bioldgicos del medicamento se encontré que los CQA’s son
tamano de particula y viscosidad, los CMA’s son el porcentaje de
goma xantana, tamafio de particula de la materia prima y
cristalizacién del clorhidrato de enrofloxacina; y el CPP es el
orden de adiciéon de los excipientes.

Se desarroll6, ademas, un espacio de disefio de los
materiales donde se evalu6 el efecto del porcentaje de sorbitol
y goma Xxantana sobre la viscosidad, encontrando que las
proporciones adecuadas son goma xantana 0.5% y sorbitol 70%
para una viscosidad cercana a 250 cps.

Durante el control de riesgos se confirmé6 que el producto
contiene el 98.7% de la enrofloxacina indicada en el marbete,
un pH de 4.0 que mantiene estable el principio activo, una
viscosidad cercana a 245.8 cps en reposo que retiene el
medicamento en el sitio de administracion, tamafio de particula
de 13.567 pm que permite una biodisponibilidad e inyectabilidad

adecuada, potencial zeta de 7.5 mV que evita la formacion del
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“cake”, y una respuesta terapéutica positiva del 90.9%. Después
de 9 meses de almacenamiento en condiciones ambientales
hubo una reduccién de 1.3% de contenido de enrofloxacina, no
se encontraron impurezas, no se formd “cake” ni hubo cambios
de pH o viscosidad, sin embargo, hubo un aumento de més de
140 veces del tamafio de particula.

En la etapa de reduccion de riesgos se propuso la adicion
de Span 20, un agente tensoactivo no iénico que evita el
aumento de tamafo de particula del principio activo.

Una aceptacién de riesgos consiste en la eliminacién o
aceptacion de factores criticos que afecten la calidad del
producto en futuras fabricaciones. El aumento de tamafo de
particula es un riesgo no aceptable, por lo que se debe agregar
el tensoactivo y llevar a cabo un segundo andlisis de riesgos que
incorpore la adicién de este excipiente.

En conjunto, todas las partes del proceso de gestion de
riesgos de calidad permitieron desarrollar un producto
farmacéutico de calidad, seguro y eficaz con un proceso de
fabricacibn consistente, mediante la adecuada toma de
decisiones basada en priorizar las caracteristicas del
medicamento con mayor impacto en la calidad, asi como
controlar las causas de dichas caracteristicas asociadas a las
propiedades intrinsecas de los materiales utilizados y las
variables del proceso de produccién, culminando en la

aceptacion o redisefio del producto.
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Anexo 1.

Propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas

Acido acético. Pro

iedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Nombre

Acido acético

Funcién en la
formulacion

Agente
acidificante[64]

Descripcion

Liquido volatil
Incoloro
Olor acre [64]

Categoria quimica

Acido carboxilico

Férmula quimica

CH3COOH [65]

Peso molecular

60.05 g/mol [64]

Concentracion

30-37% w/w

Forma polimoérfica

N/A

O

/\

CH

OH

Solubilidad (agua
25°C)

1x10° mg/L [66]

Estructura [65]

2.4 (AM)
pH (sol acuosa) 2.9 (0.1M) logP -0.17 [66]
3.4 (0.01M) [64]
Densidad 1.05 g/cm?® [65] pKa 4.76 [64]
° Tamarfo de
Tr 17 °C[65] particula
Punto ° 118 °C
inflamabilidad 39-57 °C [65] Te [65]
Viscosidad 1.056 cps
)\MAX (alCOhOl) 208 nm [65] (250(:) [65]

Farmacologia

Posee propiedades antibidticas y antifungicas [65].

Mecanismo de
accion

El &cido acético puede inhibir el metabolismo de
los carbohidratos, resultando en la muerte
posterior del organismo [67].

Farmacocinética

Absorcioén: es absorbido por el tracto
gastrointestinal y a través de los pulmones.
Metabolismo: es facilmente metabolizado por la
mayoria de los tejidos y puede dar lugar a la
formacion de cuerpos cetdnicos como
intermediarios. Ademas, es parcialmente
convertido en acido férmico [68].

Estado
reglamentario

GRAS [64]
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Seguridad

Inflamable, corrosivo, volatil [68]. Cuando se
calienta a descomposicion emite vapores irritantes
[65]. En concentracién mayor al 50% puede
causar dafo a la piel, ojos, nariz, boca y tracto
digestivo. Durante su manejo usar lentes de
seguridad, guantes y bata. Lavar derrames con
gran cantidad de agua [64].

Efectos adversos

Neumonia, dolor de garganta, bronquitis, dafio del
esmalte dental, irritacidon ocular, quemaduras en la
piel, corrosiéon severa de la boca y tracto digestivo,
vomitos, diarrea, colapso circulatorio, uremia y
muerte [68].

Toxicidad [64]

No mutageno, no clastogénico. Dosis oral excesiva
causa depresion del SNC y muerte [65].

LD50 rata oral 3.31g/kg (I3D55205g3tk%n v

Impurezas [64]

Materia no volatil < 0.01%
Metales pesados < 10 ppm

Incompatibilidad

Reacciona con bases [64]. Incompatible con
carbonatos, hidroxidos, 6xidos, fosfatos, plastico y
caucho. Corrosivo para los metales [68].

Agua. Propiedades fisicas, quimicas

biolégicas.

Nombre

Agua

Funcién en la
formulacion

Vehiculo [64]

Descripcion

Liquido
Incoloro
Inodoro [64]

Férmula quimica

Peso molecular

H20 [69]
18.02 g/mol [64] H H

Grado

Estéril para uso
inyectable [36]

Constante
dieléctrica 78.54 [64]
Soluble en
Solubilidad compuestos Estructura [69]
polares [64]
pH (sol acuosa) 5.0 - 7.0 [64] logP -1.38 [69]
. o 0.9950 g/cm? Viscosidad 0.89 cps
Densidad (25°C) [69] 9 (25°C) [69] P
Te 0 °C [69] Ts 100 °C [69]
Estado Con licencia para medicamentos parenterales y no

reglamentario

parenterales [64]

104




VIII.  ANEXOS

Seguridad

Seguro si cumple con los estandares de calidad de
potabilidad y de contenido microbiano [64].

Toxicidad [64]

Considerado ligeramente mas téxico en productos
inyectables que el suero fisioldgico y la solucién
de Ringer. La ingesta de cantidades excesivas de
agua puede llevar a intoxicaciéon con alteracion del
balance electrolitico [64].

LD50 ratén (IP) 25g/kg

Impurezas [64]

NHs* < 0.2 ppm

Al < 10 ppb

NOz” < 0.2 ppm

COT < 0.5 ppm

Cl - Negativo

SO, - Negativo

Ca - Negativo

Mg - Negativo
Endotoxinas < 0.25 EU/mL
Metales pesados < 0.1 ppm
Estéril

Incompatibilidad

Reacciona con farmacos y excipientes susceptibles
a hidrdlisis. Reacciona de forma violenta con
metales alcalinos y sus 6xidos. También reacciona
con sales anhidras, ciertos materiales organicos y
carburo de calcio [64]

Método
esterilizacion

Autoclave, filtracion, radiacion UV

Enrofloxacina, clorhidrato. Propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas.

Nombre

Clorhidrato de
Enrofloxacina

Funcién en la
formulacion

Principio Activo H E

HO

L Polvo amarillo
Descripcion
claro
Categoria .
PR Fluorquinolonas
quimica

Férmula quimica

C19H23CIFEN303

Peso molecular

395.859 g/mol CHy

Carga formal

0

Solubilidad
(agua 25°C)

11.4447mg/mL

Estructura [65]

pH (sol acuosa)

logP 4.70

7.0

PKas 5.97
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Punto de fusiéon | 225°C pKaz 7.72
Puntc_> fj,e Indeterminado . . Agentes
ebullicion Materiales a evitar .
oxidantes
Amax 274nm
A pH 3.0 el grupo acido se encuentra protonado
debido a que el pH esta por debajo del pkal y
predominan las especies de carga positiva. A pH 4.0
el grupo carboxilo y amino se encuentran protonados
y comienza la aparicion de moléculas neutras y
zwitterion. A pH 5.5 al estar cerca del pkal hay mayor
Estabilidad desprotonacion del grupo &acido y amino. A pH 6.2 se

supera el valor del pkal por lo que el cambio de
concentracion es mas evidente y la especie de mayor
densidad es la carga nula y en menor concentracion
las cargas catidnicas. Por ultimo a pH 7.4 y 9.0 la
concentracion  de las cargas positivas es
practicamente cero y predominan las moléculas con
cargas negativas.

Farmacologia

Antibidtico de amplio espectro

Mecanismo de
accion

Penetra la pared celular bacteriana a través de
porinas, inhibe tanto la DNA girasa como la
topoisomerasa 1V

Farmacocinética

Logra una absorcién del 80-100% cuando se
administra via intramamaria, se distribuye tanto en
organos como en tejidos y después de cuatro horas
rebasa la concentracibn minima inhibitoria. Su
metabolismo puede ser por dos vias ya sea por N-
desalquilacion o por glucoronizacion. Finalmente lleva
la excrecion por metabolismo hepatico y por filtracion
renal.

Seguridad No se requieren medidas especiales
Puede causar cristaluria renal en animales que no
Efectos estén adecuadamente hidratados, inflamacion y
adversos enrojecimiento en la zona administrada, su uso
excesivo puede causar resistencia bacteriana.
Se han informado efectos toxicos de las quinolonas
sobre los sistemas nervioso, cardiovascular y
gastrointestinal del hombre y de los animales, asi
Toxicidad como condrotoxicidad, toxicidad sobre la

reproduccion 'y el desarrollo,
carcinogénesis y fototoxicidad

genotoxicidad,

LD50 ratén oral 5000 mg/mL

Incompatibilidad

Evitar agentes oxidantes fuertes
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Goma xantana. Propiedades fisicas, guimicas y bioldgicas.

OH

OR,

OH

OH

OH

OH

OH

OH

M*=Na, K, 1/, Ca

R, =H o COCH,

R,, R, = H o CCH,CO,M"*

R, = COCH,

Estructura [64]

*Viscosante

*Agente
Funcion en la suspensor Punto o
formulacion *Agente inflamabilidad 270 °C [64]
estabilizante
[64]
Polvo blanco o Formula
Descripcion crema uimica (C35H49029)n
Inodoro[64] q
Categoria Polisacarido Peso Aproximadamente
quimica [64] molecular 1x10°% g/mol [64]
Solubilidad
o) - —
pH (sol 1%) 6.0 - 8.0 [64] (agua 25°C) 33 mg/mL [64]
. 1.6 g/cm? Viscosidad 1200-1600 cps
Densidad [64] (25°C) 1% [64]
Te (sol 1%) 0 °C [64]
Estado GRAS [64]

reglamentario

Seguridad

Inflamable. Durante su manejo usar lentes de
seguridad, guantes y bata. [64].
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Toxicidad [64]

No téxico ni irritante.

LD50 raton oral: > 1g/kg
LD50 rata oral LD50 ratéon 1V: 100-250

> 45¢g/kg mg/kg

LD50 raton IP: > 50 mg/kg

Impurezas [64]

Propan-2-ol < 750 ppm
Cenizas 6.5 - 16.0 %
Bacterias < 10% UFC/g
Hongos < 10% UFC/g

Acido piravico < 1.5 %

As < 3 pg/g

Pb < 3 ug/g

Metales pesados < 0.003 %

Incompatibilidad

Estable a pH de 3-12 y temperatura de 10-60 °C.
Estable en presencia de enzimas, acidos, bases y
sales. Incompatible con tensoactivos, polimeros y
conservadores catidnicos ya que provoca
precipitacion. También incompatible con agentes
oxidantes, algunos recubrimientos para tabletas,
carboximetilcelulosa de sodio e gel hidréxido de
aluminio desecado. En condiciones altamente
alcalinas y presencia de cationes metalicos
produce gelacion. La adicion de etilenglicol,
sorbitol o manitol previene la gelacién. La
viscosidad incrementa considerablemente en
presencia de ceratonia, goma guar o silicato de
magnesio y aluminio. [64]

Lutrol. Propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Estructura [64]

Férmula quimica

HO(C2H40)a(C3Hs0)b(C2H40)aH [64]

Granulado
blanco
Nombre Poloxamero 188 Descripcion Inodoro
Ceroso
[64]
Funcién en la Agente humectante | Categoria .
<. PR Tensoactivo
formulacion [64] quimica
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. ~100
7680-9510 g/mol Solubilidad
Peso molecular o mg/mL
[64] (agua 25°C)
[64]
. o 3 5.0-7.4
Densidad (20°C) 1.06 g/cm? [64] pH (2.5%) [64]
o Viscosidad 1000 cps
Tk 52-57 °C [64] (77°C) [64]
Punto de °
enturbiamiento > 100 °C (10%) HLB 29 [64]

Estado
reglamentario

Con licencia para medicamentos parenterales y no
parenterales [64].

Seguridad

Combustible. No irritante. Sin hemodlisis a
concentracion < 10%. No es metabolizado en el
organismo. Durante su manejo usar lentes de
seguridad, guantes y bata [64].

Efectos adversos

Diarrea [64].

Toxicidad [64]

No toxico [64].

LD50 rata oral 9.4 LD50 ratén 1V 1 g/kg
g/kg LD50 ratén SC 15.5 g/kg

LD50 rata IV 7.5 g/kg LD50 raton oral 15 g/kg

Impurezas [64]

Metales pesados < 0.002%
Agua < 1.0%

Oxido de etileno < 1 ppm
Oxido de propileno < 5 ppm
1,4-Dioxano < 5 ppm

Incompatibilidad

Solucién acuosa es estable en presencia de acidos,
bases y iones metdlicos. Sin embargo, presenta
crecimiento de mohos. Incompatible con fenoles,
parabenos y agentes oxidantes fuertes [64].

Método
esterilizacion

Filtracion [64]

Manitol. Propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Nombre

Manitol

Funcién en la
formulacion

Aumentar densidad
[64]

Descripcioén

Polvo blanco
Inodoro
Cristalino [64]

Categoria quimica

Poliol

Férmula quimica

CoH1406 [64]

Peso molecular

182.17 g/mol [64]

Pureza

> 96.0%
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Forma polimérfica

5 estructuras
cristalinas [70]

Solubilidad (agua
25°0C)

216 mg/mL [71] Estructura [64]

Densidad (20°C) 1.514 g/cm?® [64] pKa 13.5 [64]

o Tamanfo de 100-520
Tr 166-168 °C [70] particula um [64]
Te 290-295 °C [71] logP -3.10 [71]
Auax (alcohol) [65] zggﬁzidad [65]

Farmacologia

Posee propiedades diuréticas [70].

Mecanismo de
accion

El manitol es filtrado libremente por el glomérulo
y mal reabsorbido por el tubulo renal, causando
aumento de la osmolaridad del filtrado
glomerular. El aumento de osmolaridad limita la
reabsorcion tubular de agua e inhibe la
reabsorcion tubular renal de sodio, cloruro y otros
solutos, promoviendo asi la diuresis [72].

Estado
reglamentario

GRAS [64]

Seguridad

Combustible. Durante su manejo usar lentes de
seguridad, guantes y bata [64]. Cuando se
calienta a la descomposicién, emite humo acre y
humos téxicos de mondxido de carbono y diéxido
de carbono [70].

Efectos adversos

Nausea, vomito, dolor de cabeza, resfriado, dolor
en el pecho, edema pulmonar, letargo, confusion,
fallo cardiaco y muerte. Irritacién en piel, ojos y
vias respiratorias. Puede causar desbalance
electrolitico, hipersensibilidad, diarrea, sed, fiebre,
taquicardia, hiponatremia, deshidratacién, vision
borrosa, convulsiones, urticaria, hiperglucemia y
glucosuria [64].

No cancerigeno [70].

LD50 rata oral 13.5 LD50 ratéon 1V 7.47 g/kg
Toxicidad [64] ag/kg LD50 raton IP 14 g/kg
LD50 rata IV 9.69 LD50 ratén oral 13.5
g/kg g/kg
Cl- < 0.007%
S0472 < 0.01%
As < 1.0 ppm
Impurezas [64] Pb < 0.5 ppm

Metales pesados < 5 ppm
AzuUcares reductores < 0.2%
Endotoxinas < 4 Ul/g
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Contaminacién microbiolégica < 100 UFC/g

Incompatibilidad

Soluciéon mayor a 20% m/v presenta precipitacion
con cloruro de sodio y cloruro de potasio.
Incompatible con cefapirin sédico y xilitol. Puede
formar complejos con algunos metales como Al,
Cu y Fe [64].

Método
esterilizacion

Autoclave [64, 70], filtracion [64]

Propilenglicol. Propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Nombre

1,2-propanodiol

Funcién en la
formulacion

Cosolvente [64]

OH

Descripcion

Liquido viscoso
Incoloro
Inodoro[64]

OH

Categoria quimica

Diol

Férmula quimica

H,C

C3HsgO» [64]

Peso molecular

76.09 [64]

Pureza

> 99.5% [64]

Solubilidad (agua
20°C)

1x108 mg/L [73] Estructura [74]

pH (sol 10%) [64] logP -0.92 [75]

Densidad (20°C) 1.0361 g/cm?[75] pKa 14.9 [73]
o 187.6

Tk -60 °C [73] Ts [73]

Punto ° Viscosidad 58.1 cps

inflamabilidad 104 °C [73] (25°0) [64]

)\MAX (agua) [74]

Estado GRAS [64]

reglamentario

Seguridad

Inflamable. Durante su manejo usar lentes de
seguridad, guantes y bata. Puede causar irritacion
en ojos, piel, mucosas y vias respiratorias.
Administracién parenteral puede causar dolor
[64].

Efectos adversos

Convulsiones, hiperosmolaridad, acidosis lactica
[64].

Toxicidad [64]

Ototoxicidad. No teratogénico, no mutagénico.

LD50 rata im 0.01g/kg

LD50 rata ip 6.66g9/kg LDS0 raton ip

LD50 rata iv 6.42g/kg E’gszc% z?én .
LD50 rata oral 0.02g/kg 6.63g/kg

LD50 rata sc 22.5g/kg
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LD50 oral
22.0g/kg
LD50 ratén sc
17.349/kg

Impurezas [64]

Agua < 0.2%

ClI- < 0.007%

S0472 < 0.002%

Metales pesados < 5 ppm
As < 2 ppm

Incompatibilidad

Higroscopico. Incompatible con agentes oxidantes
[64].A altas temperaturas en presencia de oxigeno
tiende a oxidarse, originando productos como
propionaldehido, acido lactico, acido piravico y
acido acético [75].

PVP. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas.

Nombre Polivinilpirrolidona — —
., Agente suspensor
Funcion en la .
formulacion Potenciador de
solubilidad [64] ~
Polvo blanco ~0
Descripcion Inodoro N
Higroscoépico [64] |
Categoria quimica | Lactama —CH_CHZ_
Férmula quimica (CeHoNO)n [64]
Peso molecular 2,500-3,000,000 B -n
[64]
ggiucb)llldad (agua > 10 mg/mL [76] Estructura [64]
pH (sol 5%) 3.0-7.0 [64] logP 0.4 [76]
. Tamarfio de 50-250
3
Densidad 1.180 g/cm? [64] particula um [64]
o Viscosidad 2.07 cps
Te 150 °C [64] (20°C) 176]
Punto °
inflamabilidad se4ccvel

Estado
reglamentario

Con licencia para medicamentos parenterales y
no parenterales [64]

Seguridad

Combustible [76]. No es absorbido por el tracto
gastrointestinal ni otras mucosas. No es irritante
para la piel ni produce sensibilidad. Puede
producir granulomas subcutaneos en
formulaciones intramusculares. Inflamable.
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Durante su manejo usar lentes de seguridad,
guantes y bata [64].

Efectos adversos

Puede causar fibrosis intersticial en los pulmones
[76].

Toxicidad [64]

No téxico. No cancerigeno.

LD50 ratén IP 12g/kg

Impurezas [64]

Agua < 5%

Pb < 10 ppm

Aldehidos < 0.05%
Hidrazina < 1 ppm
Vinilpirrolidona < 10 ppm
Pirrolidona < 3.0%
Peroxidos < 400 ppm
Metales pesados < 10 ppm

Incompatibilidad
[64, 74, 77]

Oscurece cuando se calienta a 150°C y se reduce
la solubilidad. Solucién acuosa es susceptible a
crecimiento de moho. Forma aductos
moleculares en solucidon con sulfatiazol, salicilato
de sodio, acido salicilico, fenobarbital y tanino
[64].

Sorbitol. Propiedades fisicas, guimicas y biolégicas.

Nombre Sorbitol HO
Funcioén en la Vehiculo
formulacién Cosolvente [64]
Liquido
Descripcion Incoloro OH
Inodoro [64] HO
Categoria quimica | Poliol
Férmula quimica CsH1406 [74] \OH
Peso molecular 182.17 HO o
Concentracion 70% w/w
*Anhidrido
Forma polimoérfica | *Polimorfo
*Metaestable[64] OH
gglo%b)'“dad (agua 2 g/mL [64] Estructura [74]
pH (sol 10%) 4.5 - 7.0 [64] logP -2.20 [78]
Densidad 1.49 g/cm?® [64] pKa 13.6 [78]
° Tamaro de 140-500
Tr 111 °C [74] particula um [64]
Punto ° 295 °C
inflamabilidad 283 °C [74] Te [74]

113




VIII. ANEXOS
Avax (agua) 220 nm [74] \(/Z'ZCOOCS)'dad %éf]'o cps

Farmacologia

Diurético, laxante y catartico [74].

Mecanismo de
accion

El sorbitol retiene agua en el intestino grueso a
través de la presion osmoética, estimulando asi el
peristaltismo del intestino y ejerciendo su efecto
diurético, laxante y catartico [77].

Metabolismo

Absorcién: casi completa por via oral. Pobre por
via rectal [74]

Eliminacion: Puede ser excretado directamente
mediante los rifiones o metabolizado a CO, y
dextrosa [78]

Estado
reglamentario

GRAS [64]

Seguridad

Inflamable. No corrosivo. No volatil. Durante su
manejo usar lentes de seguridad, guantes y bata
[64]. Puede causar irritacion en ojos, piel y vias
respiratorias [74]

Efectos adversos

Dolor abdominal y diarrea [79].

Toxicidad

Exposicion crénica disminuye los niveles hepaticos
de hexoquinasa [79].

LD50 ratdn iv
9.48g/kg

LD50 ratén oral
17.89/kg

LD50 rata sc 29.6g/kg
LD50 rata iv 7.1g/kg
LD50 rata oral 15.9g/kg

Impurezas [64]

As < 1.3 ppm

Cl" < 0.005%

S0,2 <0.006%

Ni < 1 ppm

Metales pesados < 5 ppm

Pb < 1 ppm

Azucares reductores < 0.2%
AzUcares totales < 1.0%
Residuos de igniciéon < 0.02%

Incompatibilidad
[64, 74, 77]

Formacion de quelatos con iones metalicos
divalentes y trivalentes en condiciones &cidas o
alcalinas fuertes.

Formacion de gel con PEG en agitacion vigorosa a
45-50 °C

Incrementa la velocidad de degradaciéon de
penicilinas en solucién acuosa neutra

Se generan gases inflamables o téxicos al
combinarse con metales alcalinos, nitruros y
agentes reductores fuertes.
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Reacciona con oxiacidos y acidos carboxilicos para
formar ésteres y agua.

Reacciona con agentes oxidantes para formar
aldehidos y cetonas.

Puede iniciar la polimerizacion de isocianatos y
epoxidos.

Incompatible con adsorbentes basados en celulosa
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Anexo 1l. Marbete

ENCLORHID

Suspension de
Clorhidrato de
Enrofloxacina
Cada caja contiene
frasco con 250 mL
Hecho por
LABORATORIOS
DEFARMEX, Laboratorio
2317, Laboratorio de
Fisiologia y
Farmacologia, Facultad
de Medicina Veterinaria
y Zootecnia,
Universidad Nacional
Auténoma de México,
Ciudad Universitaria.

ENCLORHID

Suspension de Clorhidrato de
Enrofloxacina

Para el tratamiento
y control de la mastitis

os
@

Administrac

il
atramamaria

LRI

n -

\

Lote: CE-161219-01 -
Caducidad: 19/12/2018

ENCLORHID

ENCLORHID

ENCLORHID

Enrofloxacina
Clorhidrato equivalente
a Enrofloxacina base
1.5g por cada 100mL.

La que su médico
veterinario indique

Intramamaria
Su venta requiere
receta médica

ENCLORHID

Indicado
para el tratamiento y control de la
mastitis en bovinos.

La aplicacion de la dosis indicada por
el médico veterinario tratante
requiere de canula y jeringa.
Puede
causar cristaluria renal en animales
que no estén adecuadamente
hidratados, inflamaciéon y
enrojecimiento en la zona
administrada, su uso excesivo puede
causar resistencia bacteriana.
No administrar
en conjunto con fenacetina,
fenotiazinas y warfarina.

Tres dias posteriores a su
dltima aplicacion, por lo que el
ordefio de leche para su utilizacion es
al cuarto dia.

Consérvese a no mas de 35°C.
Protéjase de la luz. No refrigerar ni
congelar.
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ANEXO 111 - PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%
Clave
PNO-DF- Version: 01

Aseguramiento de

RNERSIOAD NACIONAL AUTONGHA D MEXICD
) S

% % la calidad EC-01
| Lote: EC-LOTE-0001 En vigor: enero 2017
Tamarfio de lote: Préxima revision: enero
250 mL 2018
Fecha inicio: Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

Anexo I1l. Procedimiento Normalizado de Operacion para
la elaboracibn de una suspensidon de clorhidrato de

enrofloxacina al 1.5%0

1. Objetivo:
Preparar 250mL de wuna suspension de clorhidrato de

enrofloxacina al 1.5%

2. Alcance

Este procedimiento se llevard a cabo en el laboratorio 106
edificio N, departamento de sistemas bioldgicos, Universidad
Auténoma Metropolitana, unidad Xochimilco y laboratorio 2317
Laboratorio de fisiologia y farmacologia, Facultad de Medicina,
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México, Ciudad Universitaria, para el proceso de elaboraciéon de

una suspension de clorhidrato de enrofloxacina al 1.5%
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ANEXO 111 - PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%

“N\VERS\DAD NACIONAL AUTONOMA p MEX!C()
= —

Aseguramiento de Clave
g|a calidad PNO-DF- Version: 01
EC-01

o e reTran 5 U

Lote: EC-LOTE-0001
Tamarfo de lote:

En vigor: enero 2017
Proxima revisién: enero

250 mL 2018

Fecha inicio:

Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

3. Responsabilidades

Cargo

Funcion

Personal del Area
de desarrollo
farmacéutico

Desarrollo del procedimiento adecuado
para la elaboraciéon de la suspension
ENCLORHID, Clorhidrato de
enrofloxacina 1.5%

Personal area de
produccién

Aplicaciéon de los lineamientos
establecidos en este PNO para la
elaboracion de suspension ENCLORHID,
Clorhidrato de enrofloxacina 1.5%

Personal Area de
control de calidad

Aplicaciéon de los lineamientos
establecidos en este PNO para la
elaboracion de pruebas de calidad

suspension ENCLORHID, Clorhidrato de
enrofloxacina 1.5%

Responsable
sanitario

Revision y aprobacion del PNO para la
elaboracion de suspension ENCLORHID,
Clorhidrato de enrofloxacina 1.5%

4. Seguridad

El personal involucrado en la manufactura de la suspension
deberd portar bata blanca, limpia en buen estado, cerrada.
Cofia, cubrebocas y guantes de cirujano. No debe portar ningun

tipo de maquillaje o joyeria.
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ANEXO 111 - PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%
Clave
PNO-DF- Version: 01

Aseguramiento de

RNERSIOAD NACIONAL AUTONGHA D MEXICD
) S

% % la calidad EC-01
| Lote: EC-LOTE-0001 En vigor: enero 2017
Tamarfio de lote: Préxima revision: enero
250 mL 2018
Fecha inicio: Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

5. Orden de produccién

SURTIDO
FORMULA MAESTRA Inicio6: Término:
h h
Para
Clave | Componente 250 | Peso | Lote | Surtié | Verific6 | Peso
mL
Clorhidrato
de 3.73g
enrofloxacina
Sorbitol 175
mL
Goma 1.25g
Xantana
PVP 12.5g
Manitol 25¢g
Propilenglicol | 12.5¢g
Acido Acético | ----
Agua cbp

6. Materiales y equipos

Materiales: clorhidrato de enrofloxacina de la FMVZ,
(99.99%), goma xantana (95%), manitol COSMOPOLITA,
propilenglicol COSMOPOLITA, PVP K30 CEDROSA (96.6%) y

sorbitol Farmacia Paris (70%0o).
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OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%

Clave
PNO-DF- Version: 01

Aseguramiento de

% % la calidad EC-01
| Lote: EC-LOTE-0001 En vigor: enero 2017
Tamarfio de lote: Préxima revision: enero
250 mL 2018
Fecha inicio: Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

Equipos: Balanza Sartorius modelo 1-800, homogeneizador
Ultraturrax IKA T25 Digital, propela OSD-20 BOECO Germany.

7. Procedimiento
7.1 Surtido y pesado de materias primas
Realizd Verifico

a) Verificar el orden y limpieza de la
central de pesadas

b) Verificar la limpieza del material
empleado en el pesado de
materias primas

¢) Verificas que las materias primas
estén aprobadas

d) ldentificar materias primas vy
pesarlas

e) Trasladar las materias primas
pesadas al area de producciéon

f) Verificar el orden y limpieza de la
central de pesadas
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OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%

i
— % % — la calidad
S e e rar i U

Aseguramiento de

Clave
PNO-DF- Version: 01
EC-01

Lote: EC-LOTE-0001
Tamarfo de lote:
250 mL

En vigor: enero 2017
Proxima revisién: enero
2018

Fecha inicio:

Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

7.2 Fabricacion de la suspension

a)

b)

d)

e)

f

Tamizar a través de una malla
#200 todos los excipientes en el
siguiente orden:

Clorhidrato de enrofloxacina
Goma Xantana

PVP

Manitol

Montar la propela para Ila
preparacion de la suspensiéon

Mezclar 175 mL de sorbitol con
12.5 mL de propilenglicol

Dispersar los 3.75 g de clorhidrato
de enrofloxacina. Se debe
adicionar lentamente para que la
dispersion sea adecuada

Afadir lentamente los 12.5g de
PVP

Adicionar los 25 g de manitol

Realiz6 Verifico
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ANEXO 111 - PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%

ERSIOAD NACIONAL AUTONGWA D MEXGo

o i S

AR =T - U
n Sl

Aseguramiento de
la calidad

Clave
PNO-DF-
EC-01

Version: 01

Lote: EC-LOTE-0001
Tamarfo de lote:
250 mL

En vigor: enero 2017
Proxima revisién: enero

2018

Fecha inicio:

Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

9

Mezclar por 5 minutos y montar el
equipo de homogeneizaciéon
(mezcla A)

h) Ajustar las condiciones del

)

K)

homogeneizador a 10,000 rpm

Homogeneizar la mezcla A
durante cinco minutos

Transportar la mezcla
homogeneizada nuevamente a la
propela y adicionar lentamente la
goma xantana de tal manera que
se evite la formacion de grumos.

Llevar a volumen de 250 mL con
agua grado inyectable

Llevar a pH 4.0 con &cido acético
(mezcla B)

m) Homogeneizar la mezcla B

durante cinco minutos a 10,000
rpm

n) Transferir el producto a un frasco

ambar con capacidad suficiente y
llevar a cabo las pruebas de
control de calidad.
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ANEXO 111 - PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION PARA LA ELABORACION DE UNA SUSPENSION
DE CLORHIDRATO DE ENROFLOXACINA AL 1.5%

< ERSIDAD NACIONAL AUTONOWA b

Aseguramiento de
la calidad

Clave
PNO-DF-
EC-01

Version: 01

Lote: EC-LOTE-0001
Tamarfo de lote:
250 mL

En vigor: enero 2017
Proxima revisién: enero

2018

Fecha inicio:

Fecha término:

Q.F.B. encargado del proceso

Observaciones:
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