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1. Introduccién

El bienestar animal es un tema complejo y multifacético en el que intervienen
aspectos cientificos, éticos, econdémicos, culturales, sociales, religiosos y politicos,
y en el que la sociedad cada vez se interesa mas, por ello, es un ambito que resulta
prioritario para la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en

inglés).!

Las enfermedades oculares se presentan en los perros con gran frecuencia y van
desde ligeras infecciones que son faciles de tratar, hasta complicaciones graves
que podrian conducir a la pérdida total y permanente de la vista.® Es por ello, que
se necesita la asistencia veterinaria oportuna y un producto farmacéutico de accién

inmediata desde el primer momento para evitar dafios irreparables.

Un compuesto puede atravesar una membrana bioldgica mediante difusion simple,
sin embargo, se requiere que esté se encuentre disuelto en el medio acuoso que
rodea a las células. Para la elaboracion de medicamentos es muy importante
considerar la solubilidad acuosa del o de los principios activos, ya que el
entendimiento completo de sus propiedades es esencial para el desarrollo de una

formulacion.

La pobre o baja solubilidad de algunos farmacos dificulta su manejo, dosificacién
y/o administracion, asi como su absorcion y biodisponibilidad. La mejora de la
biodisponibilidad de farmacos de baja solubilidad en agua sigue siendo uno de los
aspectos que presentan mayores desafios para el desarrollo farmacéutico. Se
reconoce que mas del 90% de los farmacos mencionados en la Farmacopea
estadounidense (USP, por sus siglas en inglés) vigente’ presentan mala solubilidad
y esta complicacion no es exclusiva de medicamentos de uso humano. El
incremento de la solubilidad acuosa de farmacos se ha estudiado mediante

diferentes enfoques, tales como: la conversién de una molécula cristalina a su
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estado amorfo, formacion de sales, el uso de cosolventes o tensoactivos,

preparacion de pro-farmacos o la formacion de complejos de inclusion.

La enrofloxacina es uno de los antimicrobianos mas potentes y uno de los mas
utilizados en la medicina veterinaria, tanto para los animales de compafia como
para los animales productores de alimentos. La enrofloxacina tiene la desventaja de
poseer baja solubilidad, lo que impide su uso en sistemas acuosos. En la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, se concibi6 la modificacién de la
enrofloxacina (solicitud de patente en México No.MX/a/2013/014603) donde se
logro la formacién de la sal de clorhidrato de enrofloxacina. Esta sal es 20 veces
mas soluble que su precursor enrofloxacina base y llega a presentar de 3-5 veces

mas biodisponibilidad.??

Las implicaciones clinicas que a este antibiotico conciernen se encuentran la
reduccion de generacion de cepas resistentes de bacterias en el &mbito veterinario,
asi como el alcance de concentraciones terapéuticas con mayor facilidad para

enfermedades en las que habitualmente no se elegia enrofloxacina.

1.1 Planteamiento del problema:
Actualmente se presenta una alta incidencia en enfermedades oculares, la
conjuntivitis es la nimero uno. Teniendo en cuenta también la creciente resistencia
a antibidticos aminoglucésidos. Se decide preparar una solucion oftalmica con
clorhidrato de enrofloxacina. Dada la mejor solubilidad del clorhidrato de
enrofloxacina, se decidi6 llevar a cabo el desarrollo farmacéutico de una solucion
oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina para atender conjuntivitis de etiologia

bacteriana presente en perros.

Para cumplir este obijetivo, se realiz6 el proyecto teniendo en cuenta la regulacién
nacional aplicable en la Republica mexicana actualmente y colocando en este
trabajo parte de la documentacion necesaria para la conformacion un expediente de

registro sanitario para un producto farmaceéutico de uso veterinario.

(2]




Se considero la siguiente legislacién: la Ley Federal de Sanidad Animal, el
Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal, la NOM- 012-ZO0-1993
Especificaciones para la regulacion de productos quimicos, farmacéuticos,
biologicos y alimenticios, la NOM- 022-Z00-1995 Caracteristicas y especificaciones
zoosanitarias para las instalaciones, equipo y operacidon de establecimientos que
comercializan productos quimicos, farmacéuticos, bioldgicos y alimenticios para uso
en animales o consumo por estos, la NOM- 059-Z00-1997 Especificaciones de
productos quimicos, farmacéuticos, bioldgicos y alimenticios para uso en animales
0 consumo por éstos. Manejo técnico del material publicitario y la NOM-064-Z0O0-
2000 Lineamientos para la clasificacion y prescripcion de los productos

farmacéuticos veterinarios por el nivel de riesgo de sus ingredientes activos.

(3]




2. Objetivos

2.1 Objetivo General

1. Disefar y desarrollar una solucion oftalmica de Clorhidrato de enrofloxacina
de uso veterinario para el tratamiento de una conjuntivitis canina de etiologia

bacteriana.
2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la compatibilidad de los excipientes propuestos en la formulacion

de la solucién oftalmica por andlisis térmicos.

2. Disefar y desarrollar la formulacion y el proceso de elaboracion de una

solucién oftadlmica de uso veterinario.

3. Evaluar la estabilidad de la solucion oftdlmica con clorhidrato de

enrofloxacina después de la exposicion a condiciones extremas.

4. Conformar parte de un expediente de registro sanitario de un producto

farmacéutico veterinario.

3. Hipotesis

El desarrollo de una solucién oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina permitira
contar con una buena opcion terapéutica para el tratamiento de caninos con

conjuntivitis canina de etiologia bacteriana.
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4. Antecedentes
4.1 Salud animal

El bienestar animal es un tema complejo y multifacético en el que intervienen
aspectos cientificos, éticos, econdémicos, culturales, sociales, religiosos y politicos,
y en el que la sociedad cada vez se interesa mas, por ello, es un &mbito que resulta
prioritario para la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, World
Organisation for Animal Health). Segun el Cédigo Sanitario para los Animales
Terrestres de la OIE, el bienestar animal es el modo en que un animal afronta las

condiciones en las que vive.!

Las mascotas proporcionan estabilidad emocional, afecto, entretenimiento y otras
ventajas, se menciona en diversas referencias las ventajas de estas en la vida de
las personas; tal es el caso que existen aquellos que los consideran un integrante
mas de la familia.? La mayoria de la gente tiene perros (mas del 70%). El cuidado
de estas mascotas esta influenciado por la importancia y atencion que las personas

presten a ellos.3

El éxito en la supervivencia de los seres vivos es el adecuado desarrollo de sus
organos de los sentidos. La visién es uno de ellos. Actualmente existen estudios
aislados sobre el campo oftalmolégico en medicina veterinaria y esta se ha
direccionado en mayor medida a los animales de compafiia, en especial los perros,

los gatos y los caballos.
4.2 Anatomia ocular

Es conveniente mencionar que las estructuras que conforman el ojo son muy
delicadas, éstas representan una prolongacion del cerebro y como tal son

susceptibles a cualquier agente quimico. “Una sola gota de cualquier sustancia en
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el 0jo, es capaz de modificar la pelicula lagrimal y propiciar cambios en alguna de

sus estructuras”.*

Los ojos son los 6rganos del sentido de la visiobn y se encuentran inervados por
venas y delgados vasos sanguineos. En el 0jo se encuentran también las siguientes
estructuras: cristalino, iris y retina. La estructura funcional de los 6rganos de la vision
consiste en: parpados, globo ocular, conjuntiva, sistema lagrimal, pelicula

precorneanay cornea.

En la Figura 1 se pueden observar todas las estructuras que componen el 0jo.

— Venas vorticosas
Masculo ciliar

Plexo venoso de la esclerttica >

Procesos ciliares - 7 Coroldes [Ovea)

&\ Tepete lcido
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Figura 1. Anatomia del ojo de perro. Corte vertical en donde se puede ver las

estructuras que componen al ojo.

La funcidén protectora de los parpados y del sistema lagrimal es tal que elimina
rapidamente el material instalado en el ojo, al menos que este material sea
convenientemente pequefio en cuanto a su volumen. Los parpados sirven de
proteccion mecéanica del globo ocular y para crear un medio éptimo para la cornea.

El globo ocular aloja un apartado 6ptico que produce que se formen en la retina (fina
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membrana traslucida) imagenes invertidas y reducidas del mundo exterior. La
pupila, un orificio central redondo dentro de una divisibn membranosa contractil (iris)
actia como la apertura variable del sistema. El cristalino es el elemento de

refraccion con poder variable controlado y sustentado por un musculo.

La membrana conjuntival cubre la superficie externa de la porcion blanca del ojo y
la cara interna de los parpados. Esta fija laxamente por lo que se le permite el libre
movimiento del globo ocular. La conjuntiva es la porcidbn mas expuesta del 0jo, solo

con excepcién de la cornea.

La cornea consiste principalmente en las siguientes estructuras: epitelio corneano,
estroma y endotelio corneano. La cornea es transparente a la luz difusa comun,
cuando se nubla puede deberse a presion ocular excesiva como el glaucoma, tejido

cicatrizal por lesiones, infecciones o deficiencia de oxigeno o hidratacién excesiva.

El epitelio de la cornea provee una barrera eficiente frente a la invasion bacteriana.
Las bacterias pueden asentarse, soOlo si la continuidad del epitelio ha sido

interrumpida por una abrasion.> 6

Las enfermedades oculares que se presentan en los perros con mas frecuencia y
van desde ligeras infecciones que son faciles de tratar, hasta complicaciones graves
que podrian conducir a la pérdida total y permanente de la vista.® Es por ello, que
se necesita la asistencia veterinaria oportuna y un producto farmacéutico de accion

inmediata desde el primer momento para evitar dafios irreparables.
4.2.1 Infecciones oculares

Los traumatismos desempefian un papel importante en la mayoria de las
enfermedades infecciosas oculares que tienen origen exdgeno. Todo cuerpo
extrafio que raspe, se aloje o quede enclavado es significativo, debido a que permite
la entrada y proliferacion de bacterias patogenas al ojo.

(7]




En la medicina veterinaria, la morbilidad asociada a enfermedades infecciosas entre
los animales de compafiia todavia representa un numero significativo de los
animales remitidos a consulta. La complicacion de estas enfermedades se debe al

hecho de que los organismos patégenos no son estaticos.’

El diagnostico de dichas enfermedades se debe realizar por un médico veterinario
zootecnista, con detenimiento y debe ser integral. Siempre que se sospeche de una
etiologia bacteriana primaria o secundaria, deben emplearse antibiéticos tépicos de

amplio espectro.

El desarrollo de resistencias antimicrobianas, la aparicion de nuevas cepas de virus
y el aumento de la susceptibilidad a la enfermedad infecciosa justifican que se debe

realizar una constante vigilancia en infecciones.
4.2.2 Conjuntiva y conjuntivitis

La conjuntiva es una membrana mucosa delgada y de pigmentacion variable que
participa en el movimiento lagrimal, en la proteccion inmunoldgica del ojo, en el
movimiento ocular y en la cicatrizacién corneal. La conjuntiva es rica en suministro

vascular.

La conjuntiva estd compuesta, histologicamente, por escamas epiteliales
estratificadas y no queratinizada y una sustancia propia subyacente (superficial y
profunda).? Las células globulares estin presentes en la capa epitelial de la
conjuntiva. Estas producen un gel mucilaginoso. Esta mucina protege la superficie
ocular atrapando restos de bacterias y proporcionando un medio para la adherencia

de inmunoglobulinas y las lisozimas microbicidas.

Entre la lista de los problemas oculares mas comunes se localiza a la conjuntivitis.®
La conjuntivitis es un problema encontrado en la mayoria de las especies, que

consiste en la inflamacion de la mucosa que recubre la fosa 0 mucosa ocular lo que
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hace que los ojos se enrojezcan, se hinchen y tengan una descarga excesiva.!! Este

problema se trata facilmente con antibidticos.

La conjuntiva posee un epitelio cilindrico estratificado que absorbe facilmente los
farmacos, de tal modo que la instilacion en el fondo del saco conjuntival puede ir
seguido de efectos sistémicos. La via de absorcidén conjuntival es equivalente a una
administracion endovenosal?, existiendo una absorcién no productiva cuando el
farmaco pasa a través de la membrana conjuntiva y se incorpora a la circulacion

general disminuyendo la biodisponibilidad del mismo.

La penetracion de farmacos en la camara anterior a través de la conjuntiva es poco
significativa. Su tejido puede captar farmacos de las lagrimas que se almacena en

las células y los devuelve otra vez a las lagrimas.
4.2.3 Etiologia y microorganismos patégenos asociados

La conjuntivitis infecciosa indica la asociacién con patégenos y es poco comun en

los perros.1?

Aunque existe un rango de posibles patégenos, los mas frecuentes son por
predisposicion debido a anormalidades en el parpado e infecciones por lesiones
traumaticas. Las bacterias patdégenas mas comunes son Gram positivas, los
microorganismos causales de mayor incidencia son: Staphylococcus (S.
epidermidis, S. aureus), y en menor proporcion Streptococcus (S. pneumoniae)
Pneumococcus y Haemphilus. Mdltiples perros han presentado Chlamydiaceaea.
La conjuntivitis puede ser provocada por microorganismos parasitos, alérgenos,

cuerpos extrafios, toxinas o por falta de pelicula lagrimal.

Se menciona en otras fuentes bibliograficas a Mycoplasma, Chlamydia, Yersinia,
Moraxella, Acinetobacter y Pasteurella multocida como agentes que producen
conjuntivitis.?6 Pero también se pueden encontrar infecciones por bacterias Gram
negativas.
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4.2.4 Aspectos clinicos de la conjuntivitis

A la conjuntivitis bacteriana se le considera como el sindrome clinico que comienza

con lagrimeo, irritacion e hiperemia de las conjuntivas palpebral y bulbar de uno o

ambos ojos, seguidos de edema y exudado mucopurulento.?® En la tabla 1 se

muestran los signos clinicos caracteristicos de los dos grados de conjuntivitis: aguda

y cronica.

Tabla 1. Aspectos clinicos en la conjuntivitis; grave y aguda; los cuales permiten

diferenciar y conocer el avance de la patologia.

Tipo:

Signos clinicos:

Conjuntivitis Aguda.

Malestar conjuntival (probablemente picazoén).

Hiperemia activa (dilataciéon) de los vasos
conjuntivales  (enrojecimiento  difuso de la
conjuntiva) generalmente estan involucradas todas
las superficies conjuntivales (palpebral, nictitante y
bulba).

Quemosis (edema de la conjuntiva).

Secrecién ocular (serosa, mucoide, purulenta,

hemorragica o combinaciones de éstas).

Conjuntivitis Cronica

Formaciéon de un foliculo, ocasionalmente los

foliculos pueden estar localizados.
Aumenta el grosor de la conjuntiva.

Secreciones persistentes.

Fuente: 25
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En los casos graves puede haber equimosis (hematoma) en la conjuntiva e
infiltracion marginal en la cérnea. El curso clinico de la conjuntivitis puede durar de

dos dias hasta dos o tres semanas.
4.2.5 Tratamiento farmacoldgico

El éxito de los tratamientos depende de estabilizar y remover la causa subyacente.
La medicacién oftdlmica se lleva a cabo generalmente por la instilacién de gotas,
aplicacion de unguentos, inyecciones subconjuntivales, subvalvulares o por via

sistémica.

En patologias de las superficies conjuntivales y del segmento anterior, se
recomiendan gotas por su semipermeabilidad principalmente en la cérnea. Para

segmentos posteriores, se recomiendan medicamentos sistémicos.

Los farmacos administrados por goteo deben penetrar en el ojo y estos lo hacen
principalmente a través de la cérnea. Una sola gota en el ojo de cualquier sustancia,
es factible de modificar la pelicula lagrimal y propiciar cambios fisiol6gicos en alguna
de sus estructuras. La administracion tépica es la ruta mas comun o usual asociada

a medicamentos oftalmicos.13

Cuando el agente infeccioso es desconocido, un agente de amplio espectro es
utilizado. Una seleccion preliminar de antibiéticos esta basada en la morfologia de
bacterias presentes, combinado con la experiencia de estudios de sensibilidad
publicados. Las infecciones oculares graves requieren un antibiotico bactericida
para detener la infeccion tan rapido como sea posible.

Los medicamentos oftalmicos disponibles en el mercado se pueden encontrar como
soluciones, emulsiones y ungiientos. La mayoria de estos medicamentos aplicados
via tépica penetran la cérnea por un proceso de difusion pasiva, el cual depende del
gradiente de concentracion, las caracteristicas de solubilidad, la ionizacion de la(s)

molécula(s) y la(s) constante(s) de disociacion (pKa's). Un farmaco destinado a
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administrarse por via topica debe tener diferente solubilidad en agua y en lipidos
para penetrar la cornea intacta. Los antibiéticos de uso oftalmico son principalmente

solubles en agua, con excepcion del cloranfenicol y las sulfonamidas.

Es importante mencionar que, el uso de los antibiéticos potentes de manera
profilactica en infecciones ligeras no debe realizarse ya que fomentan la resistencia
a medicamentos. Por esto, actualmente existe el problema del desarrollo de
resistencia a antibidticos aminoglucésidos. ElI numero de antibiéticos
comercializados es limitado, particularmente por la resistencia de microorganismos

Gram positivos.

La seleccion del antibiético para el tratamiento de infecciones depende de la
sensibilidad (conocida o sospechada) del organismo y del sitio donde se necesita
que actue el farmaco. Es importante conocer los aspectos antes mencionados en la

determinacion del tratamiento farmacolégico.
4.3 Enrofloxacina y clorhidrato de enrofloxacina

Las quinolonas son compuestos quimicos que constituyen una familia de agentes
antibacterianos. Su desarrollo comenz6 en la década de los 60, con las sintesis del
acido nalidixico. (Acido 1-etil-1, 4 dihidro—7-metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-

carboxilico). Esta estructura quimica se muestra en la Figura 2.

A la estructura base de las quinolonas se le realizaron modificaciones; una de ellas
fue la de introducir un atomo de fltor en la posicion 6, un Nitrégeno (N) en lugar del
grupo CH en la posicién 8, asi como introducir un anillo de piperazina en posicion
7, lo que da lugar a las fluoroquinolonas. En la figura 3 se puede observar la

estructura base de las fluoroquinolonas.
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Figura 2. Estructura quimica del 4cido nalidixico (1962).
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OH

Figura 3 Estructura quimica de las fluoroquinolonas.

Estas modificaciones han ampliado sus aplicaciones clinicas, ademas los cambios
estructurales han conducido al aumento de la potencia y la mejora de la

farmacocinética.

El desarrollo de la familia de estos quimioterapéuticos es importante, porque las
guinolonas se han situado a la cabeza en el tratamiento antimicrobiano de las

enfermedades infecciosas, siendo consideradas en la actualidad dentro del grupo
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de antimicrobianos de élite para enfrentar las sepsis causadas por microorganismos

con alta virulencia y resistencia.

Las fluoroquinolonas son altamente liposolubles y se comportan como bases
débiles. Una de las fluoroquinolonas de mayor uso en la medicina veterinaria es la

enrofloxacina.
4.3.1 Descubrimiento

El desarrollo de quinolonas fluoradas se llevé a cabo para mejorar el espectro de
actividad, farmacocinética y disminuir efectos adversos y la aparicién de resistencia
bacteriana. Este nuevo grupo llamado fluoroquinolonas son antibacterianos que se
han vuelto populares por su amplio espectro bactericida son por eso ampliamente
utilizados de manera topica o sistémica. Estas fueron generadas durante la década
de los 80.

La enrofloxacina es una fluoroquinolona que tiene un espectro contra bacterias
Gram positivas y Gram negativo, asi como contra Mycoplasma. Se ha reportado
que es eficaz contra E. coli, Klebsiellla sp., Bordetella sp., Staphylococcus, Proteus,

P. aeruginosa.

La enrofloxacina es el antimicrobiano mas potente y uno de los mas utilizados en
medicina veterinaria. No obstante, la necesidad de generar nuevas opciones
antibacterianas continda. Investigadores de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM) concibieron el
redisefio de la enrofloxacina para recristalizarla y hacerla un cristal clorhidrato-
dihidrato. Con esta modificacion se logré mejorar su biodisponibilidad de 3 a 6 veces

mas que la enrofloxacina base.?" 6
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4.3.2 Sinbnimos

La enrofloxacina es también conocida como 1-ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-
fluor-1,4-dihidro-4-oxoquinolona-3-acido carboxilico o como 1,4-dihidro-1-
ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-4-oxo-3-4cido carboxilico quinolona con
namero CAS: 93106-60-6.

4.3.3 Formula molecular y estructura

La enrofloxacina tiene en su estructura base una quinolona fluorada. Posee un
nucleo quimico basico llamado “dihidroquinolina”. La férmula molecular de le

enrofloxacina es: C1oH22FN3Os.

La enrofloxacina es un quimioterapéutico de amplio espectro de uso veterinario. El
metabolismo de este farmaco por los animales genera como principal metabolito

activo la ciprofloxacina. En la figura 4 se muestra la estructura de la enrofloxacina.

0 .

OH
I

N\/>
&
CH,CH,

Figura 4 Estructura quimica de la enrofloxacina.

El clorhidrato de enrofloxacina es la sal formada por combinacion del acido

clorhidrico con enrofloxacina, su formula molecular es Ci9H23 FN30O2Cl.

La estructura quimica del clorhidrato de enrofloxacina se muestra en la Figura 5.
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Figura 5 Estructura quimica del clorhidrato de enrofloxacina.
4.3.4 Peso molecular

El peso molecular de la enrofloxacina es de 359.165 g/ mol y el peso molecular del

clorhidrato de enrofloxacina es 395.626 g/ mol.
4.3.5 Solubilidad

La enrofloxacina presenta dos constantes de disociacion; pKai=5.74 y pKaz= 8.70.
La enrofloxacina posee una baja solubilidad en agua (0.60 mg/mL), es ligeramente
soluble en etanol y &cido clorhidrico 0.1N, es bastante soluble en hidréxido de sodio
1N, es ligeramente soluble en cloroformo, es soluble en dimetilsulfoxido (DMSO) y
soluble en dimetilformamida (DMF) caliente. La solubilidad méxima en agua se logra
a un pH de 5.02.%7

La solubilidad al equilibrio del clorhidrato de enrofloxacina a 25°C en agua es de
11.44 mg/mL. El clorhidrato de enrofloxacina es altamente soluble en agua y etanol;

es ligeramente soluble en polietilenglicol.®
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4.3.6 Mecanismo de accién

Las quinolonas son bactericidas y afectan el funcionamiento normal del ADN
bacteriano. Estos penetran en la bacteria a través de las porinas. Una vez dentro,

actian sobre la enzima ADN-girasa.

El blanco especifico de las quinolonas es interferir en la sintesis del ADN,
conduciendo a la muerte celular bacteriana mediante la inhibicion directa de la
replicacion bacteriana al interactuar con dos enzimas; ADN girasa (proteina
tetramérica compuesta de dos pares de subunidades A y B, codificadas por los
genes Gyr Ay Gyr B) y topoisomerasa IV (proteina tetramérica compuesta por dos
pares de subunidades Ay B, codificadas por los genes ParC y ParE), las cuales son

necesarias para realizar el superenrollamiento del ADN.

Las quinolonas producen en la bacteria una reaccion de alarma, la cual consiste en
la induccion de la sintesis no replicante del ADN e inhibicién de la division celular
sobre la filamentacién, que determina la destruccion de la célula, debido a la
concentracion y al tiempo de exposicién del ADN al agente toxico. Este mecanismo

justifica ain mas su efectiva accién bactericida.

Las fluorquinolonas tienen un mecanismo de accion unico, que las convierte en uno

de los grupos de antibacterianos mas promisorios en medicina veterinaria.3?

En la figura 6 se puede observar una imagen representativa del mecanismo de
accion de las fluoroquinolonas. Se muestra en la ilustraciéon la inhibicion de la

topoisomerasa en el proceso de enrollamiento de ADN.
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TOPOISOMERASA IV

FLUOROQUINOLONA LAS FLUOROQUINOLONAS

SE UNEN A DOS ENZIMAS
NUCLEARES, INHIBIENDO
LA REPLICACION DEL ADN

Thanel 6. Can J Infect Gis 1999 16:207

Figura 6. Mecanismo de accion de las fluoroquinolonas.

4.3.7 Farmacocinética
Las fluoroquinolonas tienen una biodisponibilidad que supera el 50 % en todos los

compuestos, y algunas se acercan al 100 %.33

Las fluoroquinolonas en general tienen semividas de eliminacion relativamente
largas; gran volumen de distribucion y excelente penetracion tisular; en la mayoria
de las especies animales las fluoroquinolonas tienen un volumen de distribucién
mayor que el alcanzado por los betalactdmicos y aminoglucésidos. Estos
compuestos alcanzan altas concentraciones en saliva y secrecion nasal; en mucosa
y epitelio, penetran bien en fluidos de revestimiento resultando en concentraciones

mayores a las séricas.

Las fluoroquinolonas penetran y alcanzan concentraciones intracelulares muy
elevadas tanto en células fagociticas como en las no fagociticas, con una gran

actividad intracelular frente a un amplio rango de microorganismos.
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Las caracteristicas del comportamiento farmacocinético de la enrofloxacina en
perros es una alta biodisponibilidad, amplia distribucién y penetracién en tejidos;
concentraciones tisulares mayores y por encima de las concentraciones minimas
inhibitorias (CIM’s) para los patdgenos mas comunes y semivida de eliminacién

relativamente prolongada.3* 35 %6

Las fluoroquinolonas se eliminan fundamentalmente por excrecion renal y
metabolismo hepatico.®® Por lo general son parcialmente metabolizadas en el
higado y excretadas en bilis y orina a altas concentraciones de molécula activa
(sustancia inalterada y metabolito activo). El grado de ionizacion de las

fluoroquinolonas es bajo y se comportan como moléculas altamente liposolubles.

La enrofloxacina se metaboliza parcialmente a ciprofloxacina, la cual es
responsable de una considerable parte de la actividad antimicrobiana; esta se lleva
a cabo en el higado.

4.3.8 Indicacién terapéutica

Las fluoroquinolonas se utilizan en infecciones urinarias, intestinales; y pueden,

ademas, usarse en multiples procesos infecciosos.

Entre las indicaciones para el uso de quinolonas se encuentran las siguientes;
infecciones del tracto urinario (ITU) no complicadas (principalmente cuando existe
resistencia contra el tratamiento de primera linea), ITU complicadas, prostatitis
bacteriana cronica, infecciones de transmision sexual (ITS) e infecciones pélvicas.
También se ha documentado su eficacia para el manejo de infecciones cutaneas,
osteoarticulares y del tracto gastrointestinal o respiratorias. Ademas, son
consideradas como alternativa a los agentes de primera linea para el manejo de
infecciones bacterianas del tracto respiratorio, como sinusitis, neumonia adquirida
en la comunidad y bronquitis cronica complicada en pacientes

inmunocomprometidos.
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La enrofloxacina esté indicada para infecciones producidas por bacterias sensibles
a la enrofloxacina en caninos. Entre los agentes etiologicos encontramos:
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas spp., Salmonellas spp.,

Mycoplasmas spp., Erlichia canis, Chlamydia spp.

El uso de la enrofloxacina debe restringirse a aquellos casos en los que las bacterias
se muestren resistentes a otros antibiéticos; se debe realizar una confirmacion

bacteriol6gica del diagndstico y un test de sensibilidad de la bacteria causante.
4.3.9 Interaccién con otros medicamentos y efectos adversos

La concentracion de las quinolonas puede disminuir cuando entre las 2-4 horas de
su administracion se aplican también productos que contienen sucralfato o sales de
calcio, aluminio, magnesio, hierro o zinc, como las que se encuentran en antiacidos,
suplementos nutricionales o minerales.'* El Probenecid (agente uricosurico, que
aumenta la excrecion de acido urico) puede disminuir el aclaramiento renal de las

fluoroguinolonas.!3 40

En medicina veterinaria se han descrito alteraciones gastrointestinales, artropatias
en animales jovenes (en los cachorros, la administracion prolongada de
fluoroquinolonas provoca lesion articular), afecciones dérmicas (eritema, prurito y

urticaria).3’

Las quinolonas pueden incrementar el efecto anticoagulante de la warfarina y el
riesgo de convulsiones y de estimulacién del sistema nervioso central (SNC) al
usarse junto con antiinflamatorios no esteroideos, asi como hipoglucemia o
hiperglucemia al usarse con insulina u otros hipoglicemiantes. No deben tratarse
con enrofloxacina a los animales con historial epiléptico, alteraciones nerviosas o

hipersensibilidad al activo.
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En la Tabla 2 se mencionan los efectos adversos que se pueden presentar tras el

tratamiento con quinolonas.

Tabla 2. Efectos adversos presentes en pacientes tratados con quinolonas y la

frecuencia. Depende de las propiedades del agente y de las caracteristicas del

paciente.
Afeccidn Porcentaje de incidencia
Gastrointestinal (nausea, vomito y diarrea) 2.0 al 10.0%

Dérmica (fototoxicidad, eritema, prurito y urticaria) 2.5 al 10.0%

Condrotoxicidad 1.5%
Tendinitis 0.4%
Afeccion al SNC 0.2 al 2.0%
Cardiovascular 2.9%
Hepatico 2.0 al 3.0%
Hematoldgico 0.02%

Fuentes: 35, 66

En su mayoria, las manifestaciones son leves y retroceden al suspender el
medicamento. Sélo entre el 1.0 -3.0% de los pacientes tratados deben suspender el

tratamiento por efectos adversos.®

La administracién conjunta con anti-inflamatorios no esteroideos (AINE’s) se asocia
al desarrollo de toxicidad ocular (perforaciones corneales, neuropatia Optica y

hemorragias de retina) y ademas los pacientes con condiciones médicas pre-
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existentes 0 que se encuentren con tratamiento concomitante pueden tener mayor

riesgo de presentar reacciones adversas neuropsiquiatricas.33 38
4.4 Desarrollo de formas farmacéuticas oftalmicas

Los preparados oftalmicos son productos estériles esencialmente libres de
particulas extrafias y convenientemente envasados para instilar en los o0jos;
incluyen soluciones, suspensiones y ungientos. La mayor parte de las solucionesy
suspensiones son acuosas. Los unguentos oftalmicos suelen contener una base

blanca de vaselina-aceite mineral.
Los preparados oftalmicos pueden ser prescitos por monodosis o multidosis.

La preparacion de soluciones, suspensiones 0 unguentos oftalmicos por el
farmacéutico debe contar con una cuidadosa documentacion. En la Farmacopea de
los Estados Unidos de América (USP por sus siglas en inglés) numero 39 puede

encontrarse una explicacion general de la preparacion de soluciones oftalmicas.

Uno de los factores caracteristicos de los productos oftalmicos es la especificacion
de la esterilidad. Todo producto destinado a ser usado en los ojos debe de ser estéril

en cualquiera de sus formas, substancia o finalidad.

Alguno de los otros conceptos a considerar es la isotonicidad. Las soluciones
isotonicas estériles, debidamente preservadas, son adecuadas para preparar
soluciones oftalmicas. En la mayoria de los casos, cuando la concentracion de los
componentes activos es baja, el farmaco puede ser disuelto directamente en el

vehiculo isoténico.

La emulsiones y unglentos, por su composicion mas densa, permanecera mas
tiempo en contacto con los tejidos, y si esta aplicacion es por la noche; esto

incrementa por el cierre de los parpados en horas de suefio. Aunque esta tiene unas
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desventajas: dificultad para aplicarlos, incomodidad por vision borrosa, frotamiento

e irritacion por su oleosidad y grosor molecular.

Las suspensiones son dispersiones de sustancias finamente divididas y
relativamente insolubles en un vehiculo acuoso que contiene agentes de
suspension y dispersantes adecuados. El vehiculo es una solucién saturada del

farmaco.

Generalmente, en las formas farmacéuticas liquidas el disolvente principal es el
agua, por su capacidad disolvente y su biocompatibilidad. Las soluciones acuosas
se pueden administrar tras tener en cuenta ciertas caracteristicas como el pH, la

presién osmatica y la esterilidad.
4.4.1 Solucion oftalmica

La solucién oftédlmica es la forma farmacéutica liquida de aplicacion en el ojo. Por
definicién, todos los componentes estan completamente en solucién, la uniformidad

no es un problema y la interferencia fisica con la vision es escasa.

Las soluciones oftalmicas son formas farmacéuticas de menor tiempo de contacto
y por esto se debe aplicarse mas frecuentemente. El tiempo de contacto puede estar
aumentado en cierta medida con la inclusion de un agente que aumente la
viscosidad. Para la comodidad visual del paciente se considera Optima una

viscosidad de 15-25 centipoise.

La instilacion de gotas oftalmicas sigue siendo uno de los medios de administracion

topica de farmacos menos precisos, pero a la vez mas aceptados.*
4.4.2 Ventajas y desventajas de las soluciones oftadlmicas

A continuacion, se presenta la Tabla 3 en la que se pueden apreciar las ventajas y

las desventajas del uso de las soluciones oftalmicas en caninos.
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Tabla 3 Ventajas y ventajas del uso de las soluciones oftalmicas.

Ventajas: Desventajas
Menos perturbacion de la visién. x  Tiempo de contacto muy corto
Baja incidencia de contacto en (30  segundos), necesarias
dermatitis. frecuentes aplicaciones.

Menos toxicidad al interior del

ojo si una lesibn o wuna

perforacion en cornea abierta

Importante cuando se considera
la participacion del duefio, si es

mas frecuente la aplicacién es

esta presente. menos agradable para ser

v' Puede ser mas facil de aplicar llevada a cabo.
para algunos duefios. x  Frecuentemente mMAas costosos
para terapias cortas comparada

con unguentos.

Fuente: 10

La solucion oftdlmica posee atributos que la hacen atractiva para su eleccion como
forma de dosificacion, y como cualquier forma farmacéutica ésta también tiene

inconvenientes.
4.4.3 Formulacioén (Principio activo y excipientes)

El vehiculo elegido para terapia tdpica puede ser solucidn, suspension, ungiiento o
insertos solidos oculares. Los vehiculos son usualmente aceptables y la solucién

suele ser la mas frecuentemente elegida.

Los excipientes en medicaciones son utilizados para regular, mantener tonicidad,

esterilidad, prevenir oxidacion e incrementar la absorcion.

El pH de la preparacion debe ser amortiguada por productos como el 4cido acético,

al &cido bdrico, el bicarbonato o los boratos, citratos, y fosfatos para incrementar la
[24]




forma no ionizada del farmaco y asi mejorar la solubilidad en lipidos e incrementar

la estabilidad del farmaco y proporcionar confort ocular.

La tonicidad es un término fisiolégico utilizado para describir una solucion y como
ésta afectaria el volumen celular. Si una célula es colocada en una solucion acuosa,
gana agua y se hincha, se dice que la solucién es hipotonica para la célula. Si la
célula pierde agua y se encoge cuando se coloca en la solucidon acuosa, se dice que
es una solucion hiperténica. Y si la célula no cambia de tamafio en la solucion, esta
es isotonica. Siempre se expresa la tonicidad de una solucién con respecto a la
célula. La tonicidad describe el volumen celular una vez que la célula ha alcanzado

el equilibrio con la solucion.

Los agentes como el dextran, la glicerina y el cloruro de sodio son agregados a las

soluciones para brindar tonicidad para minimizar molestias oculares.

La viscosidad de la solucion puede ser modificada por vehiculos como
polivinilpirrolidona (PVP) y varias formas de metilcelulosa; en general la meta es

incrementar el tiempo de contacto corneal con el medicamento.

4.5 Aspectos normativos nacionales (México) para la regulacién de productos de

USO y consumo veterinario

En la Ley Federal de Sanidad Animal (LFSA) en el Capitulo Il “De los productos y
subproductos animales y de los productos biolégicos, quimicos, farmacéuticos y
alimenticios, para uso en los animales o consumo por estos”, se designa a la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) como encargada de expedir las normas oficiales que establezcan las
caracteristicas que deben reunir los productos farmacéuticos para uso en animales,
sus envases, embalajes y la informacion zoosanitaria que deben contener las

etiquetase instructivos de estos.
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La actividad del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), como 6rgano administrativo desconcentrado de la SAGARPA, se
encuentra regulada en el marco juridico vigente, su aplicacion es de orden publico
e interés social. Le compete regular y vigilar que los productos que se movilizan en
territorio nacional, no pongan en riesgo el bienestar general; constata la calidad e

inocuidad de productos en materia agropecuaria, acuicola y pesquera, entre otros.

En el Titulo Sexto “Del control de productos para uso o consumo animal,
establecimientos, actividades y servicios” del Reglamento de la Ley Federal de
sanidad animal, Capitulo | Del control de productos para uso o consumo animal
menciona que, entre los productos farmacéuticos, los antibioticos estan sujetos a

registro.

Toda persona fisica o moral que pretenda fabricar y/o comercializar productos para
uso o consumo animal dentro del territorio nacional debera cumplir con el aviso de
inicio de funcionamiento, debe cumplir con las disposiciones de sanidad animal. Asi
como también deben contar con un Médico Veterinario Responsable Autorizado en

el area correspondiente (Establecimientos Industriales o Comerciales).

Adicional a lo antes mencionado; para el registro de un producto farmacéutico se
debe consultar con lo siguiente: la NOM-012-ZO0-1993. Especificaciones para la
regulacion de productos Quimicos, Farmacéuticos, Bioldgicos y Alimenticios para
uso en animales o consumo por estos. La NOM-022-Z00-1995. Caracteristicas y
Especificaciones zoosanitarias para las instalaciones, equipo y operacion de
establecimientos que comercializan productos Quimicos, Farmacéuticos, Bioldgicos
y Alimenticios para uso en animales o consumo por estos. La NOM-059-Z00-1997.
Especificaciones de Productos Quimicos, Farmacéuticos, Bioldgicos y Alimenticios
para uso en animales o consumo por estos. Manejo técnico del material publicitario.
La NOM-064-ZO0-200. Lineamientos para la clasificacion y prescripcion de
productos farmaceuticos veterinarios por el nivel de riesgo de sus ingredientes

activos y su Acuerdo. Asi como la siguiente guia: Guia para el registro y/o
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autorizacion de los productos farmacéuticos y quimicos para uso en animales.

Todos ellos disponibles de manera electrénica en la pagina de la secretaria.

No se excluye el apoyo de otra regulacion nacional aplicable como la NOM-059-
SSA1-2015 Buenas Practicas de Fabricacion de Medicamentos o la NOM-073-
SSA1-2015 Estabilidad de Farmacos y Medicamentos.

4.5.1 Registro de medicamentos de uso animal

Para obtener el registro de un producto de uso o consumo animal en el territorio
nacional que se pretenda comercializar en el pais, deberd presentar el o los
interesados a la secretaria la solicitud de registro y anexar la siguiente

documentacion.

e EI Formato de tarjetdbn de registro por duplicado: el cual debe contener
nombre, cargo y firma autdgrafa del responsable del area de Control de

calidad.
e EIl Proyecto de texto de la etiqgueta y empaque del producto por duplicado

e La Ficha técnica del producto de acuerdo al formato, instructivo y guias
técnicas que la SAGARPA publique en el Diario Oficial de la Federacién
(DOF)

e Las Especificaciones del producto

e El Certificado de analisis emitido por la empresa elaboradora: los resultados
deben concordar con las especificaciones de producto terminado y con lo

sefalado en el tarjetdn de registro.

e ElI Dictamen de constatacion emitido por un laboratorio autorizado o
aprobado u oficial que confirme que el producto se encuentre dentro de
especificaciones.
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e EI| Expediente del producto para registro conforme al articulo 156 del

Reglamento de la LFSA.

e El Certificado de buenas practicas de Manufactura expedido por la secretaria
0 por un organismo de certificacion, con base en las normas oficiales
mexicanas (NOM’s), lineamientos e instructivos técnicos que emita la

secretaria (para productos elaborados en México).

e Y una copia simple del pago de derechos como se estipula en la Ley Federal

de Procedimientos Administrativos.
4.5.2 Expediente de registro sanitario

En el articulo 156 del Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal se indica
cual es el contenido del expediente de producto para registro. Debe contener la

siguiente informacion y documentacion.

e Las especificaciones de producto terminado describiendo la férmula
cualitativa y cuantitativa, las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del

o de los ingredientes activos presentes en el producto.
e La Descripcion del envase primario y secundario.

e El protocolo de fabricacién, en el que se indiquen las etapas del proceso de

fabricacion.

e Las técnicas analiticas empleadas para determinar el o los ingredientes

activos del producto terminado.

e Para los productos farmacéuticos se deben indicar los estandares analiticos,
procedimientos de prueba, resultados e interpretaciones, asi como también

debe indicar la fuente de la(s) técnica(s) empleadas.
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e Las pruebas de estabilidad, detallando el método analitico utilizado, el

desarrollo y conclusiones.

e La informacion técnica de usos, dosis y vias de administracién, asi como
especies en las que se pretenda recomendar el producto y la informacion

sobre la toxicidad.

Y para el caso de productos de nuevo desarrollo adicionalmente se deberan
presentar las técnicas analiticas para la determinacion y cuantificacion del

principio activo.

La secretaria llevara a cabo la revision de los expedientes de registro y
autorizacion y determinara si cubren los requisitos documentales sefialados para

el registro.

Dentro de los 30 dias habiles después del ingreso de la solicitud con la
informacion documental antes mencionada, la secretaria puede prevenir al
interesado de la documentacion faltante o complementaria. El interesado tendra
el maximo de 30 dias habiles para entregarlo solicitado a partir de haber sido

notificado.

Posterior a los treinta dias habiles del ingreso de la solicitud al Servicio Nacional
de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. Se emite la resolucion por
escrito y por una sola vez. En caso de rechazarse se expresan las razones, por

mencionar algunas, estas pueden ser documentacion faltante o discrepancias.

Cuando a un producto para uso o consumo animal se le otorga el registro, se le

identifica con una clave alfanumérica.
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5. Desarrollo experimental
Materiales:

Enrofloxacina base de pureza 99.97% (Globe Chem, México), Clorhidrato de
enrofloxacina (sintetizado en el laboratorio 2317 Depto. Fisiologia y Farmacologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM), Agua isotonica y agua
grado inyectable, libre de pirdgenos (PiSA, México), Polivinilpirrolidona K-30
(Laboratorios Pisa), Propilenglicol USP (México), Etanol y Polietilenglicol (J.T.

Baker), Fosfato de sodio y Cloruro de sodio.

Probetas de vidrio graduadas de 250 mL, vaso de precipitados de vidrio de
capacidad 1 L, matraz Erlenmeyer 1 L, matraces aforados10 mL, Cronémetro digital
(CASIO), vernier digital (TRUPER), Unidades de filtracion Millex no estériles HN
Nylon 0.45y 0.22, 13 mm (Millipore). Agar TSA marca BD.

Columna (SHISEIDO) C18 con tamafio de particula 5 micrometros (150 mm de
longitud y 4.6 mm de didmetro interno). Todos los solventes usados en HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography), el Metanol, Acetonitrilo y Agua, utilizados en el

analisis fueron Grado Analisis HPLC.
Equipos:

Potenciometro Corning Pinnacle Modelo 504, Agitador de hélice electronico IKA.
Modelo RW 20, Viscosimetro Brookfield Modelo LV, Redtmetro de esfuerzo
controlado TA-Instruments Modelo AR-2000, Espectrofotometro UV-vis Analitik
Jena Specord 210 Plus, Bafio de agitacién Lab Companion, Centrifuga Modelo j600
Solbat, Agitador Vortex Labinco, Cromatografo de liquidos JASCO modelo X-LC.
Con automuestredor de la misma marca y modelo, bomba cuaternaria de gradiente,
horno inteligente para columna y detector inteligente UV/Vis. El equipo esta
acoplado a un equipo de computo. El control del equipo, el procesamiento y la
manipulacion de los datos se realizaron utilizando el software EZChrome Elite
Version 3.2.1 Chromatography Data Sistem Build 3.2.1.3.1.
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Métodos

5.1 Preformulacion

5.1.1 Apariencia del farmaco

Una muestra de 10 gramos de clorhidrato de enrofloxacina se coloc6 en un
recipiente transparente de vidrio y se evalué visualmente su apariencia.

Adicionalmente se observo por microscopia electronica de barrido.

5.1.2 pH

El pH debe ser declarado para soluciones acuosas.
Una solucién de clorhidrato de enrofloxacina al 0.5% se le determiné el pH

en un potencidmetro CORNING 504 con electrodo Calomel.

5.1.3 Solubilidad

Las pruebas de solubilidad del clorhidrato de enrofloxacina se realizaron en
agua, etanol, propilenglicol y polietilenglicol. Una cantidad en exceso se
mantuvo en agitacion constante durante 48 horas. Posteriormente la cantidad
disuelta presente se cuantific6 por espectrofotometria ultravioleta a una

longitud de onda de 278 nm. Los resultados se relacionaron con la tabla 4.

Tabla 4. Caracterizacién de la solubilidad por la FEUM 112, Edicion.

Descripcion Partes de disolvente en volumen requeridas por

una parte de soluto

Muy soluble Menos de 1
Facilmente soluble Entre 1y 10

Soluble Entre 10 y30
Bastante soluble Entre 30 y 100

Poco soluble Entre 100 y 1 000
Muy poco soluble Entre 1 000 y 10 000

Practicamente insoluble Mas de 10 000
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5.1.4 Reologia (Densidad aparente y compactada, velocidad de flujo y angulo de

reposo)

Densidad aparente
A 100 gramos de clorhidrato de enrofloxacina a temperatura, se le determino su
densidad aparente ambiente de acuerdo al Método | farmacopeico, se realiz6 en 3
ocasiones y se calcul6 el promedio.
Con estos datos se calculo la densidad aparente en gramos por mililitro utilizando
la siguiente formula: M/Vo donde M es el peso del polvo y Vo es el volumen inicial.
Densidad compactada
Utilizando el mismo método, se calculd 3 veces la densidad compactada en gramos
por mililitro (g/mL) utilizando la férmula m/Vf en donde Vf es el volumen final por
asentamiento.
Se efectuaron de manera simultanea la prueba de angulo de reposo y velocidad de
flujo conforme lo menciona la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) 11va Ed. Se efectuaron 3 determinaciones y se calcul6 el promedio.

Los valores obtenidos se compararon con la tabla 5 ubicando su propiedad de flujo.

Tabla 5. indice de compresibilidad e indice de Hausner.

indice de Propiedades de Flujo indice de Hausner
compresibilidad

5all Excelentes 1.00a1.11

12a17 Buenas 1.12a1.18

18 a 22 Aceptables 1.19a1.34

26 a 31 Pobres 1.3521.45

35a38 Muy pobres 1.462 1.59

>38 Extremadamente malas >1.60
Fuente: 22
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Angulo de reposo
La altura (h) del lecho de polvo y el diametro (D) de la base del cono del lecho del
polvo se midieron para calcular el Angulo de reposo (AR) en grados (°). Se utilizo la
siguiente formula:
AR=tan-1(2h)/D
Donde:
AR= angulo de reposo
h= altura del lecho del polvo
D= didmetro del lecho de polvo.
Se tomo el valor promedio si estos no se desviaron mas de 10%
Para calcular la velocidad de flujo (Vf) se utilizo la siguiente férmula:
V=Pt
Donde:
Vf= Velocidad de flujo
P= peso en gramos
t= tiempo

El resultado obtenido se relacion6 a los mostrados en la tabla 6.

Tabla 6: Capacidad de flujo de los polvos, aptitud de deslizamiento.

Angulo de reposo (°) Capacidad de flujo
25° a 30° Excelente
31° a 35° Buena
36° a40° Adecuada (no necesita ayuda)
41° a 45° Aceptable (puede demorarse)
46° a 55° Pobre (es necesario someter a vibracion)
56° a 65° Muy pobre
>66° Extremadamente pobre
Fuente: 22
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5.1.5 Anélisis térmicos
El analisis térmico se realizé a 5 muestras. Cada una de estas fue identificada con

una clave, en la tabla 7 se muestra la composiciéon de cada una, asi como los
estudios que se le realizaron de Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y/o

termogravimétria (TGA).

Tabla 7. Identificacion de las muestras en andlisis termogravimétrico (TGA) y

Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Clave de Contenido: TGA DSC

muestra:

CMA-I Cristales de clorhidrato de Si Si
enrofloxacina+ manitol (1:1)

CENR-II Cristales de clorhidrato de Si Si
enrofloxacina + Agua (1:1)

CPY-I Cristales de clorhidrato de Si Si
enrofloxacina + PVP (1:1)

ACPG-I Agua + Cristales de clorhidrato de Si No

enrofloxacina + Propilenglicol

SOFT-I Agua + clorhidrato de enrofloxacina + Si Si

PVP + Propilenglicol

El andlisis se efectu6 en atmdsfera de nitrdgeno donde las 6 muestras fueron
colocadas en un crisol de aluminio, de 5 mm de didmetro, sellados y con orificio en
la tapa. El intervalo de temperatura fue de 25°C a 500 °C bajo atmésfera de

nitrégeno con flujo dindmico de 50 mL/min.

Posteriormente, el analisis térmico se llevo a cabo bajo atmosfera de Nitrégeno. La
curva fue realizada con una rapidez de calentamiento de 10 °C por minuto (1 Ciclo)
entre 25.0°C y 300.0°C en una atmosfera controlada de N2 como prueba preliminar

para posteriormente realizar dos ciclos de calentamiento con helio.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las muestras se colocaron en dos ciclos de calentamiento de la siguiente manera:
primer calentamiento-enfriamiento- segundo calentamiento.

En la tabla 7 se puede ver la identificacion de las muestras que fueron analizadas
por DSC.

5.2 Formulacion

La formulacién consistioé en integrar el clorhidrato de enrofloxacina, en un vehiculo
acuoso con el mejor agente espesante tras las pruebas de preformula y un agente
conservador. Los tres lotes de solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina se

realizaron tomando en cuenta la formula mencionada en la Tabla 8.

Tabla 8: Férmula de la solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina y la funcion

de cada componente en la solucién.

Formula: Funcion

PVPK-30......cccoeiviiiiin, 50 Modificador de la viscosidad/
espesante

Propilenglicol..................... 5mL Co-solvente

Clorhidrato de enrofloxacina.. 0.56 g Principio activo

Equivalentea..................... 0.50¢

De enrofloxacina base

Agua inyectable............... c.b.p. 100 mL Vehiculo
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5.3 Produccién de una solucién oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina
La produccion de los tres lotes de la solucion oftalmica se llevo a cabo de acuerdo

al Procedimiento Normalizado de Operacion PNO que se encuentra en el Anexo Il.

Resumen de la elaboracion:

Se preparo un lote de 500 mL de solucién oftalmica conforme a lo siguiente:

En un area limpia y aséptica se coloco el material requerido para la preparacion de
la solucion oftalmica.

En un vaso de precipitados se vertieron 250 mL de agua inyectable y se encendio
el sistema de agitacion. Se adicion6 cuidadosamente y poco a poco la PVP y se
agitd de manera constante evitando la formacion de grumos y se continué hasta
completa disolucion. Se agreg6 el propilenglicol poco a poco y finalmente se afiadié
el principio activo hasta completa homogenizacion. Se revisé el pH de la solucién.
No fue necesario ajustar pH.

Finalmente se esterilizo la solucidn por filtracién (0.22 micrometros) y se envaso en

condiciones de esterilidad.

Acondicionamiento:

El acondicionamiento de los tres lotes de solucion oftalmica se llevd a cabo de
acuerdo al Procedimiento Normalizado de Operacién PNO que se encuentra en el
Anexo Il

Etiquetado:

El proyecto de etiqueta se realiz6 tomando como base los datos mencionados por
el SENASICA en la péagina electronica de la entidad regulatoria. También se
consider6 la NOM-072-SSA1-2012. Etiguetado de medicamentos y remedios

herbolarios.
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5.4 Evaluacién de la Solucién Oftalmica de Clorhidrato de Enrofloxacina

5.4.1 Apariencia

Se debe hacer una completa descripcion de la solucion oftalmica, que incluya
aspecto, color, olor.

La descripcidon de la apariencia es un ensayo general aplicable a todas las
formas farmacéuticas. Se debe hacer una completa descripcion cualitativa
que incluye aspecto, dimensiones, forma, color, olor u otros.%°

El contenido de un frasco de solucion oftalmica de clorhidrato de
enrofloxacina recién preparada, se colocé en un vaso de precipitados de
vidrio transparente para observar su aspecto, color, aroma, homogeneidad y
la ausencia de particulas extrafias visibles. Esta evaluacion se les realiz6 a
5 frascos de capacidad 25 mL por cada lote de 500 mL de solucién oftalmica

elaborado.

Especificacion de aspecto: Solucion transparente ligeramente amarilla, libre

de particulas visibles, turbiedad o decoloracion.

5.4.2 pH

El pH debe declararse para soluciones acuosas y expresarse en rango de pH
aceptado.

La determinacion del pH de los frascos de solucién oftalmica se realizé
potenciométricamente conforme al punto 4.1.2.

Criterio de aceptacion: 3.5-7.0.

5.4.3 Reologia

Las caracteristicas reolégicas son importantes para la produccién, embalaje,
llenado y almacenamiento.’®
Las mediciones reologicas de la solucion oftalmica se llevaron a cabo en un

redmetro de esfuerzo controlado usando una geometria de dobles cilindros
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concéntricos a temperatura controlada de 25 y 37 °C. Se us6 un flujo
unidireccional con esfuerzos de 0.1 a 1000 s!. Todas las mediciones se

hicieron por duplicado y se promediaron.

5.4.4 Viscosidad

La viscosidad es la forma de medir la resistencia que opone un fluido a
moverse a cierta temperatura. A mayor viscosidad, mas lento se movera.

La viscosidad es una propiedad de los fluidos que es de gran importancia en
multiples procesos industriales, ademas de ser una variable de gran
influencia en las mediciones de flujo de fluidos, el valor de viscosidad se usa
como punto de referencia en la formulacion de nuevos productos, facilitando
la reproduccion de la consistencia de un lote a otro. **

En otro factor por el cual es importante la viscosidad, es para el
acondicionamiento de producto en sus envases (empaque primario) que lo
contenga.

La viscosidad de 500 mL de solucion oftdlmica de clorhidrato de
enrofloxacina se determiné usando el viscosimetro Brookfield Modelo LV y la
aguja No. 1 a una velocidad de 50 rpm. Se realizaron tres determinaciones
del mismo lote a una temperatura de 18°C; posterior a esto, se calculo el
promedio.

5.4.5 Valoracion

La valoracién es el método aplicado para determinar los limites superior e
inferior de la sustancia o preparacion.
Una curva de concentracion de clorhidrato de enrofloxacina contra su
respectiva absorbencia, fue desarrollada en las concentraciones: 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7'y 8 microgramos por mL.
La valoracién se llevd a cabo; posteriormente, interpolando el valor de
absorbancia de la muestra (A) obtenida en el espectro a una concentracion.
Criterio de aceptacion: 90-110% de 0.5 mg/ml.
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5.5 Etiquetado y acondicionamiento.
Es obligatorio que todos los medicamentos y materias primas que se utilizan
en la fabricacidén estén etiquetados correctamente, siguiendo lo establecido
en las normas correspondientes y/o disposiciones emitidas por las
autoridades oficiales competentes.
El sistema contenedor cierre se encuentra definido en la NOM-059-SSA1-
2015 Buenas practicas de fabricacion de medicamentos y la NOM-073-
SSA1-2015 Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como de remedios
herbolarios, como el conjunto de materiales de empaque que contienen y
protegen a la forma farmacéutica. Incluye tanto el envase primario como el
secundario, si este ultimo cumple la funciébn de proporcionar proteccion
adicional al producto.
Los estudios deben llevarse a cabo en el mismo sistema contenedor-cierre al
propuesto para su almacenamiento y distribucion.
A una muestra de 500 mL de solucion oftalmica de clorhidrato de
enrofloxacina se le coloc6 en frascos, se etiquetd con una etiqueta
autoadherible con los siguientes datos: Nombre del principio activo,
Presentacion, Cantidad. Posteriormente se trasvas6 en una zona aséptica en
pequefios frascos de vidrio color ambar de 120 mL, llenando a 100 mL y se
cerraron con tapon de goma y retapa de aluminio.
Para medicamentos contenidos en envases impermeables, como frascos de
vidrio, frascos ampula o ampolletas de vidrio selladas, los cuales proveen
una barrera a la pérdida de peso; se evallan los puntos mencionados en el
punto 10.1.3 de la NOM-073-SSA1-201 aplicables.
Un proyecto de etiqueta se realizé colocando la informacion requerida por la

entidad reguladora nacional.

5.6 Evaluacion de la estabilidad
El estudio de estabilidad se realizé posterior a la fabricacion de 3 lotes de
solucién oftdlmica de clorhidrato de enrofloxacina. Las soluciones se
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colocaron en frascos de vidrio color ambar (120 mL). A cada lote se le asigné
una condicion de temperatura ya establecida.

1.- Temperatura ambiente

2.-40.0+x2.0°Cy

3.- Temperatura ambiente y 40.0°C. (Ciclado térmico)

Fueron evaluadas a los: 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 dias.

5.6.1 Apariencia

Se realiz6 una inspeccion visual de los frascos con solucidén oftalmica de
clorhidrato de enrofloxacina a los tiempos antes mencionados. Se evalué

conforme al punto 4.4.1.

5.6.2 Valoracion

La concentracion de clorhidrato de enrofloxacina presente en una muestra
de la solucién oftdlmica se determiné tras extrapolar en la curva de
absorbancia vs concentracion de enrofloxacina que se elaboro

anteriormente.

5.6.3 Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

El analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién se realizé
tomando como base las condiciones mencionadas en la tesis “Desarrollo y
validacion de un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
resolucién para cuantificar el contenido de ciprofloxacino y enrofloxacina en
plasma sanguineo y leche de vaca™! y se acogieron las siguientes
condiciones: misma fase movil: Acetonitrilo: Metanol: Agua, en mismas
proporciones: (170:30:800), velocidad de flujo: 1.0 mL/min, temperatura:
25°C y longitud de onda: 278 nm.

El andlisis se realizdé con un tiempo de corrida de 8 minutos, El volumen de

inyeccion utilizado fue de 50 microlitros.
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Los cromatogramas de las muestras en almacenamiento a 1, 3y 6 meses se

registraron.

5.7 Actividad antimicrobiana in vitro de la solucion oftalmica con clorhidrato de
enrofloxacina
Para los estudios microbiolégicos de la solucion oftdlmica de clorhidrato de
enrofloxacina para verificar su eficacia, se eligi6 como organismo de prueba
a Escherichia coli ATCC 10536.

Preparacion del medio
Un medio de cultivo con agar TSA (Tripticaseina Soya Agar) fue preparado
de la siguiente manera. Cuarenta gramos de polvo deshidratado fueron
disueltos en un litro de agua destilada en un matraz Erlenmeyer. Se mezclo
y dejo reposando por 5 minutos. Calentar suavemente, agitando y dejando
hervir durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion. Se distribuy6 el agar en los
refractarios, se colocaron en las placas (refractarios) dejando solidificar. Y se

esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 118-121°C.

Preparacion del estandar y curva
La preparacion del estandar se realiz6 con una solucion stock de
enrofloxacina con concentracion 200 pg/mL  colocando 20 mg de
enrofloxacina en 100 mL de agua destilada.
De la solucion de concentracion 200 pg/mL se tomaron las alicuotas
indicadas en la tabla 9 para aforar a 10 mL. El método fue propuesto en el

laboratorio.

En la tabla 9 se encuentran las diluciones realizadas y las concentraciones

obtenidas.
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Tabla 9. Identificacibn de las soluciones preparadas con sus respectivas

concentraciones para la curva estandar.

No. de Tubo Vol. de alicuota Tomada de Concentracion final
1 10 mL Solucién stock 200 pg/mL
2 5mL Tubo #1 100 pg/mL
3 5mL Tubo #2 50 pg/mL
4 1mL Solucion stock 20 pg/mL
5 5mL Tubo #4 10 pg/mL
6 5mL Tubo #5 5 pg/mL
7 5mL Tubo #6 2.5 ug/mL
8 5mL Tubo #7 1.25 pg/mL

Preparacion de la muestra

Tomando una alicuota de

la soluciéon oftdlmica de clorhidrato de

enrofloxacina al 0.5%, diluir 2:1. La concentracion de la muestra es

aproximadamente de 125 microgramos por mililitro.

Siembra

Se realizé una inoculacioén directa de 500 microlitros de una disolucién al 0.5
de Mc Farland de un cultivo de E. coli ATCC 10536, sobre la superficie del

medio de cultivo. Tras esta inoculacion se procedio a realizar tres lineas de

pozos con capacidad de 300 microlitros cada uno. Se identificé cada linea

para indicar en que pozo se va a colocar 100 microlitros de cada

concentracion de la curva estandar.
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Incubacion
Las condiciones de temperatura y tiempo en incubadora fueron las
siguientes: 36°C por 24 horas.
Las placas fueron almacenadas hasta tomar medidas de los halos de

inhibicion y posteriormente esterilizadas y desechadas.

5.8 Capacidad antimicrobiana in vivo de la solucion oftalmica con clorhidrato de
enrofloxacina
Un estudio clinico, multicéntrico, longitudinal, aleatorizado y en un entorno no
hospitalario se realizé por parte del departamento de Fisiologia y
Farmacologia; en donde se administraron 2 gotas de la solucion oftalmica de
clorhidrato de enrofloxacina elaborada, en cada ojo a 18 perros dos veces al
dia por una semana. Esto tras realizar las técnicas de diagnostico estandar
apropiadas para confirmar casos de conjuntivitis infecciosa para poder ser
pacientes elegibles y participar.
No se administré ningun otro tratamiento, ni sistémico ni tépico a los sujetos

del caso.
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6. Resultados y discusion de resultados
6.1 Preformulacion

6.1.1 Apariencia del principio activo

La enrofloxacina base es un polvo de color amarillo y el clorhidrato de enrofloxacina
es blanco. La apariencia del clorhidrato de enrofloxacina es claramente
diferenciable de la enrofloxacina base. El clorhidrato de enrofloxacina es un polvo
fino de color blanquecino que al ser purificado forma finos cristales incoloros. En la

Figura 7 se muestra una micrografia del farmaco.

L

4" 4

15k X 1% BEn 1Bnm BEEG

Figura 7: Cristales del clorhidrato de enrofloxacina dihidratado, por Microscopia

electrénica de Barrido.

En la Figura 7 se pueden ver cristales alargados de clorhidrato de enrofloxacina, asi
como también se puede apreciar una gran distribucion de tamafios de particulas.

Se pueden observar cristales en forma de agujas de tamafios variados que van
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desde menores a 10 um hasta 50 pm. Esto nos indica que se encuentran diferentes
tamafios de clorhidrato y que puede variar los tiempos de disolucion de la sal.

La propiedad de esta sal al encontrarse en forma cristalina le confiere cualidades
fisicas de facil disolucion en agua.

Tras ser sintetizado el clorhidrato de enrofloxacina, no se observan particulas
extrafias, que indicaran presencia de impurezas; ni particulas de color amarillo que

indicaran la presencia de su precursor la enrofloxacina base.

6.1.2 pH

El pH del clorhidrato de enrofloxacina en una solucion acuosa al 0.1%, es de 4.8. El
clorhidrato de enrofloxacina es una sal acidifica el medio acuoso. El pH del
clorhidrato de enrofloxacina en una solucion al 0.5% (p/v) a 22°C es de 3.53.
Podemos atribuir la disminucién del pH a la disociacion de la sal y a la exposicion
de la molécula y separacion de iones cloruro y de protones.

El pH lagrimal se encuentra alrededor de 7.35- 7.40. Se encuentra reportado en
diferentes fuentes que las preparaciones oftalmicas con pH de 4,5 cambian a 7.2 al

ser aplicados sobre los 0jos.*?

6.1.3 Solubilidad

El clorhidrato de enrofloxacina posee una ventaja farmacéutica al ser soluble en
agua. Segun la definicion y parametros que maneja la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos en su version vigente; el clorhidrato de enrofloxacina al tener una
solubilidad intrinseca mayor a 11 mg/mL, es altamente soluble.

El estudio de la solubilidad del clorhidrato de enrofloxacina permite conocer otros
disolventes, ademas del agua, en donde se puede colocar este compuesto para
incluirlo en alguna formulacion y administrarlo por diferentes vias de administracion.
La disolucion de un compuesto le permite estar disperso molecularmente en el
medio que lo contiene y facilita la permeabilidad de este; asi como define su
biodisponibilidad al ingresar al cuerpo de un organismo vivo. Por ejemplo, en el caso

de una forma farmacéutica oral, que se encuentre disuelto y sea biodisponible.
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En la tabla 10 podemos ver el comportamiento del clorhidrato de enrofloxacina en

varios disolventes y la consideracion de la tabla 4 de solubilidad.

Tabla 10 Grado de solubilidad del clorhidrato de enrofloxacina.

Disolvente: Solubilidad:

Agua Muy soluble (11.44 mg/mL)
Etanol Muy soluble

Propilenglicol Ligeramente soluble

Polietilenglicol

Ligeramente soluble

6.1.4 Reologia (Densidad aparente y compactada, velocidad de flujo y angulo de

reposo).

El comportamiento reoldgico del clorhidrato de enrofloxacina se muestra en la tabla

11.

Tabla 11 Reologia del clorhidrato de enrofloxacina.

Determinacion Valor obtenido

Determinacion

Valor obtenido

Densidad 0.3572 g/mL Densidad 0.4546 g/mL
Aparente 0.3450 g/mL Compactada 0.4654 g/mL

0.3390 g/mL 0.4762 g/mL
Promedio: X 0.3470 g/mL Promedio: X 0.4654 g/mL
indice de Carr 27.27 indice de Hausner 1.27
100(Vo-Vf) Vo 34.88 Vo /Vf 1.34

40.47 1.40
Promedio: X 34.20 Promedio: X 1.33
Consideracion Pobre flujo Consideracion Pobre flujo

La velocidad de flujo y el angulo de reposo del clorhidrato no fueron posibles de

determinarlos ya que el polvo de la sal no fluyo a través del embudo. Mencionado
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lo anterior; se indica que esta tiene un pobre angulo de reposo y una pobre velocidad

de flujo.

Lo anterior, se apoya también con los resultados obtenidos en el punto 6.1. La
morfologia del clorhidrato es una forma equidimensional con bordes afilados, lo que
le confiere un flujo menor que el de los compuestos o moléculas con formas

esféricas.®!
6.1.5 Analisis térmico

A continuacién, se muestran los termogramas obtenidos para la evaluacion de los
agentes compatibles con el clorhidrato de enrofloxacina para la solucion oftalmica.

Se indican las claves de las muestras y las temperaturaen grados celcius.

La Termogravimetria (TG) es una técnica que determina el cambio de peso de un
material con el incremento de la temperatura o avance del tiempo, haciendo uso de
diferentes atmaosferas de trabajo (nitrégeno, helio, aire, etc.).

La técnica de Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC) proporciona el cambio de
calor asociado a cualquier proceso, proveniente ya sea de un cambio fisico (como
la fusién), o de uno quimico, (como la descomposicion, oxidacion, etc.).

Cuando se obtienen los resultados de ambas técnicas de manera simultanea, se
cuenta con una gran cantidad de informacion respecto a un material, ya que a la
vez que se evalla el proceso de descomposicion del material, se puede conocer la

cantidad de calor implicada en cada etapa del proceso.
Linea azul termograma (TG). Linea negra calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La imagen 8 muestra el termograma y la calorimetria diferencial de barrido para la
mezcla solida de Clorhidrato de enrofloxacino con Manitol en proporcién 1:1, con
clave: CMA-I.

[47]




TG 1% DSC {(mW/mg)

Texo}1

100 4

—_— Lo
Peak: 357.0 °C

80 Peak: 86.7 °C F-1
F-2

60 -
L3
40 1 r-4
-5

20 1
-6
04 -7

50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temneratire /°C

Imagen 8: TG y DSC de Clorhidrato de enrofloxacino con Manitol (1:1). CMA-I.

El pronunciado pico hacia abajo que se muestra en la imagen anterior corresponde
a la fusion del manitol, El manitol posee un alto punto de fuion (165-169°C).

En la siguiente imagen 9 podemos ver el comportamiento del clorhidrato de

enrofloxacina.

TG /% DSC /{{mW/mg)
1104 Texot3
100 i Peak: 3438 °C

] \_,__\ Peak: 362.6 °C r2

90 ]
] \ 1
80 4
1 Peak: 266.4 °C
0
=1
50 1 Peak: 104.6 °C
] )
40 ] 0
] L3
30 Peak: 335.8 °C
20 1 i i i ] . ] i , i F-4
50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperature /°C

Imagen 9: TG y DSC del clorhidrato de enrofloxacina. CENR-II.
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En el termograma de la imagen 9 se puede observar un pico hacia abajo a los
104.6°C; esta temperatura es a la cual se evapora el agua, es probable quen haya
sido captado en el equipo la pérdida de cierta cantidad de agua (aprox. 2 - 4%).

A los 327°C el clorhidrato de enrofloxacina tiene un punto de fusion endotermico
(reportado en la patente de registro) es posterior a esta temperatura que se logra
ver una disminucion dela masa presente en la muestra, esto debido a la fusion y/o

degradacion del antibiotico.

Se puede ver tambien el cambio de punto de fusion entre la base enrofloxacina y el
clorhidrato de enrofloxacina. El punto de fusion del primero era 219-221°C y este no
aparece confirmando la presencia de una nueva entidad. La nueva entidad, el

clorhidrato al ser una sal posee la caracteristica de aumentar su capacidad térmica

(fusion).
TG 1% DSC (mW/mg)
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401
20 A -1.5
Peak: 427.4 °C
0 F-2.0
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Imagen 10: TG y DSC de clorhidrato de enrofloxacina y PVP K-30 (1: 1). CPV-I.

En la imagen 10, el termograma contiene una porcién 1 a 1 de PVP- K30 y

clorhidrato de enrofloxacina.
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En la imagen 10 se pueden .ver tres picos en el TG y despues de esto comienza la
pérdida de materia. Desde los 305°C comienza a ocurriruna degradacion del

clorhidrato de enrofloxacina y del PVP K-30.

TG % DSC /(mW/mg)
Texot0.5
100 1
( ©loo
80 4 --0.5
+-1.0
60 -
-1.5
40 F-2.0
. Peak 175.2°C w29
201 A
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0 F-3.5

50 100 150 200 250 300 350 400 450
S Temperature /°C
Imagen 11: TG y DSC de clorhidrato de enrofloxacino con propilenglicol (1.1).
ACPG-I.

En la imagen 11 se puede ver la mezcla liquidade propilenglicol y clorhidrato de
enrofloxacina. Aqui con el calentamiento hay una gran perdida demasa en los
primeros 150°C.

El punto de fusion del propilenglicol es 59°C, esta temperatura no fue marcada en
el TG pero desde aproximadamente esa temperatura se puede ver perdida de masa.

La temperatura de ebullicion del propilenglicol es de 184°C temperatura muy

cercana al siguiente pico o punto marcado en la imagen.

A continuacion la imagen 12 que posee otra muesrtra del clorhidrato de
enrofloxacina, se muestra el mismo patrén que la imagen 9. Sélo se confirmaron

datos.
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Imagen 12: TG y DSC de cristales de clorhidrato de enrofloxacina.CRIE-II.
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Imagen 13: TG y DSC de la solucion oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina.
(PVP K-30, agua, Clorhidrato de enrofloxacina, propilenglicol). SOLOFT-I
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Los primeros ciclos de calentamiento se realizaron a altas temperaturas para
someter a los componentes a cambios drasticos y revelar efectos no comunes. El
desarrollo de estas pruebas se llevd a cabo bajo una atmosfera controlada de
humedad y de concentracion de oxigeno para revelar interacciones del ingrediente

activo y de los aditivos.

En el apéndice | se pueden observar los termogramas integrados, asi como los DSC

en los ciclos de calentamiento- enfriamiento de las muestras anteriores.

En las muestras de clorhidrato de enrofloxacina se puede observar la pérdida de
agua a los 100°C, ya que en los termogramas hay una disminucion de peso de
aproximadamente del 5%; y en la muestra liquida mezcla agua propilenglicol, se

pierde el 35% de peso de la muestra a los 100°C.

Las dos muestras de cristales de enrofloxacina muestran el mismo comportamiento;
esté no se ve afectador al encontrarse en solucion con polivinilpirrolidona ni con

propilenglicol.

El no ver estados de transicion en el ultimo termograma (Imagen 13) de la solucion
oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina no nos indica la presencia de la formacién
de nuevos entes o compuestos; por lo que se considera que no hay interacciones

entre los compuestos de la formula.

6.2 Formulacién

Tras realizarse las pruebas de preformulacion; se designaron como componentes
de la férmula de la solucion oftadlmica de clorhidrato de enrofloxacina a: el
propilenglicol y la PVP K-30. Estos componentes no muestran interferencia con el

principio activo o entre excipientes.

Adicionalmente al analisis térmico, las mezclas de clorhidrato de enrofloxacina con
los excipientes elegidos fueron observadas por espectrofotometria ultravioleta para

ver si estas interferian con la identificacién; resulto no ser asi, no interfieren.
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En las figuras 14 y 15 se observa el espectro ultravioleta de PVP K-30 y del

Propilenglicol respectivamente.

Absorbance
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Figura 14: Espectro ultravioleta de agua con Polivinilpirrolidona K-30.
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Figura 15: Espectro ultravioleta de agua con propilenglicol.

En la Imagen 16 se puede ver el espectro ultravioleta de la solucién oftalmica diluida.
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Absorbance
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Parameters
Title
Operalor o
File name CiUsers\WM73z\DocumentsiNAMimarzo-16\dilucion 10ul-20miisolo
ft10ulen50ml.dat
Designation SPECORD 210 PLUS - 223F1518
Tille 2014_03_31_blanco
Operator MNALLELY
Date/Time 31/03/2016 16:14
Display Absorbance
Correction Reference
Slit 1nm
Lamp change at 320 nm
Meas. mode Spectral Scan
Range [nm] 200 - 800
Delta lambda [nm] 2
Speed [nm/s] 20

Figura 16: Espectro UV de una muestra diluida de la solucién oftalmica de
clorhidrato de enrofloxacina.

En el espectro anterior no se observan otros picos mas que el caracteristico de
enrofloxacina a 280 nm.

6.3 Fabricacién de una solucion oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina
En la Figura 17, se encuentra el diagrama donde se mencionan los puntos en los

qgue pueden hacer los muestreos para control de calidad; ya que estos son puntos
criticos.
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Figura 17: Diagrama del proceso de la elaboracién de la solucion oftalmica de

clorhidrato de enrofloxacina.

El diagrama nos permite rapidamente identificar los pasos a seguir en la fabricacion

de la solucién oftadlmica, también nos permite identificar los puntos criticos de

control. Es sumamente importante conocer las condiciones del producto para

determinar si se continGia con el proceso o si se detiene a fin de corregir el proceso

(siempre que sea posible).

El Procedimiento Normalizado de Operacion para la fabricacion de la solucion

oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina se realiz6 y se encuentra en el apéndice
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6.4 Evaluacion de la solucién oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina

En un certificado de control
especificaciones esperadas del producto terminado. Este documento se encuentra

en el apéndice Il

6.4.1 Apariencia

Las soluciones oftalmicas de clorhidrato de enrofloxacina presentaron una

apariencia que entra dentro de la especificacion; ligeramente amarilla traslucida sin

particulas extrafas visibles.

de calidad se mencionan

las caracteristicas o

En la tabla 12 se muestra la tabla en donde se colocaron los valores obtenidos.

Tabla 12: Apariencia de 3 lotes de solucién oftadlmica fabricados.

amarilla libre de particulas visibles,

turbiedado decoloracion.

decoloracion.

Lote: | Descripcién Especificaciéon | Resultado
1 Solucién transparente ligeramente | Solucién Cumple
amarilla libre de particulas visibles, | transparente
turbiedado decoloracion. ligeramente
2 Solucién transparente ligeramente | amarilla libre de | Cumple
amarilla libre de particulas visibles, | particulas
turbiedado decoloracion. visibles,
3 Solucién transparente ligeramente | turbiedado Cumple

La apariencia es una caracteristica basica que se debe de cumplir conforme a lo
indicado en las especificaciones; esto por el fin de que debe ser agradable a la vista

de los usuarios y no causarles dudas sin que quepa la posibilidad de alguna

contaminacion en el producto.

El cuidado de esta caracteristica organoléptica es esencial, ya que es la

caracteristica perceptible muestra en su apariencia su estado inocuo y limpido.
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6.4.2 pH

A continuacion, se muestra la tabla 13 donde se mencionan los valores de pH

obtenidos de 3 lotes de solucién oftalmica fabricada en diferentes dias.

Tabla 13: Determinacion de pH de la solucion oftadlmica de clorhidrato de

enrofloxacina a 25°C.

Lote Fecha de elaboracion | pH Especificaciéon | Resultado

No.1 10 noviembre 2015 4.66 3.5-7.0 Cumple

No.2 3 septiembre 2015 4.70 Cumple

No.3 8 mayo 2016 4.89 Cumple
Promedio: X: 4.75

En caso de no encontrarse en este rango se ajusta para que estas sean confortables
y no provocar ardor, irritacion o parpadeo después de su aplicacion.

Se puede ver en la tabla 13 que los resultados de pH obtenidos se encuentran

dentro de la especificacion.

Los valores de pH encontrados en la literatura (4.5-9), comentan que este rango se
puede reducir y ser mas estricto en el cumplimiento de este importante valor a

considerar en la irritabilidad ocular.

En los valores obtenidos de pH se puede ver que es el valor en el que el clorhidrato
de enrofloxacina alcanza su mayor solubilidad; esto muy probablemente debido a la
disociacion de la molécula por su pKa.

6.4.3 Reologia de la solucién oftdlmica de clorhidrato de enrofloxacina

En la Figura 18 se puede ver que la viscosidad de la solucién oftalmica de clorhidrato
de enrofloxacina es menor al aumentar la temperatura, esto ese debe a la
modificacion de la energia cinetica presente en las moleculas lo cual diminuye la

resistencia a fluir y por eso es menor el valor de viscosidad.
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Figura 18: Curvas de la viscosidad de la solucion oftalmica de clorhidrato de

enrofloxacina en relacion a la velocidad de corte, determinacion a 25y 37°C.

Esta comparacion del mismo sistema a diferentes temperaturas, permite mostrar
que el producto puede disminuir su viscosidad al encontrarse a temperaturas mas

altas, pero no cambia el patron de viscosidad del sistema.

Se puede observar en la Figura 18 que la solucion oftalmica a temperatura
constante de 25° y de 37°C presenta pseudoplasticidad ya que, al aumentar la
velocidad de corte o esfuerzo cortante, disminuye su viscosidad aparente. Esta es
una ventaja porque al estar en reposo tiene cierta viscosidad y esta disminuye al
agitarla, esta propiedad es benéfica para que al instilarse en el ojo se adhiera mejor

al formar una capa mas viscosa.

El conocer que la solucion es pseudoplastica nos explica su viscosidad y
adherencia. Una solucion pseudoplastica es de un fluido no newtoniano
independiente del tiempo y sin umbral. Las caracteristicas pseudoplasticas de las

soluciones facilitan su bombeo y las operaciones de llenado. 7> 73

También se puede observar que, a las temperaturas probadas, la solucién oftalmica
conserva su comportamiento, se podria decir, casi de manera paralela.
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6.4.4 Viscosidad

En la tabla 14 se pueden ver los valores de viscosidad que mostraron tres

soluciones oftalmicas de clorhidrato de enrofloxacina.

Tabla 14: Viscosidad de tres lotes de solucion oftalmica de clorhidrato de

enrofloxacina.

Lote Viscosidad Especificacién Resultado
No.1 22 MPa*s 19 a 25 MPa*s Cumple
No.2 23 MPa*s Cumple
No.3 21 MPa*s Cumple
Promedio: X 22 MPa*s

La viscosidad de la solucion oftalmica a 25°C fue de 22 MPa*s en promedio. Este

valor es aceptable.

La viscosidad es pequefla y se encuentra en un rango aceptable, puede
proporcionar confortable al ojo canino’. Como se puede ver en la tabla 14 no existe

una variabilidad mayor al 15% entre los resultados de esos tres lotes fabricados.

6.4.5 Valoracion

En la figura 19 se ve la curva de calibracién de enrofloxacina.

Curva de calibracion
Enrofloxacina a 278 nm

0 2 4 6 8 10
Concentracién (pg/mL)

0.1103x
=0.9966

—@— Series1 Lineal (Seriesly;
R

Figura 19: Curva de calibracion de enrofloxacinaa 278 nm. Y=0.1103 x R2: 0.99762
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En la figura 20 se puede ver el espectro UV de una muestra de 100 uL de solucién
oftalmica diluido en 100 mL. Esta es una muestra de una solucién oftalmica recien

elaborada.
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Figura 20. Espectro UV de la muestra SO-01 de solucién oftalmica de clorhidrato
de enrofloxacina.

La absorbancia de la muestra SO-01 fue de: 0.5645 A

Substituyendo en:

Abs
- (0.1103) = —ng/ml
0.5645
- (0.1103) = 5118 ug/ml

El porcentaje es:

5.118

La concentracion y porcentaje obtenido de la muestra indica que cumple con la

especificacidon ya que se encuentra dentro de 90% y 110%.

El analisis espectrofotométrico nos permitio identificar y cuantificar, en el espectro
de absorcién en la regién ultravioleta, que va de 190 a 380 nm, el clorhidrato de

enrofloxacina.
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6.5 Etiquetado y acondicionamiento

En la figura 21 se puede ver el proyecto de marbete del producto elaborado. La
etigueta de la solucion oftdlmica con clorhidrato de enrofloxacina posee la
informacion requerida por la entidad regulatoria.

En el Apéndice VI se puede ver el marbete y el contenido de la etiqueta.

El correcto etiquetado permite la adecuada identificacibon de productos
farmacéuticos veterinarios para las entidades regulatorias, asi como el
rastreamiento para retiro de producto fuera de especificaciones o para eliminar
productos falsificados. Una buena etigueta o marbete, permite manejar
correctamente un producto, tanto para el fabricante como para el usuario final; es
importante sefialar que debe contar con todos los datos requisitados por la autoridad

sanitaria responsable.

La informacidén necesaria para la etiqueta de un producto farmacéutico veterinario
es: nombre comercial del medicamento, formula, contenido neto, marca del
fabricante, dosis, numero de registro del producto, leyendas de identificacion “USO
VETERINARIO?, ‘“CONSULTE AL MEDICO VETERINARIO?, “SU
COMERCIALIZACION REQUIERE RECETA MEDICA”, requiere indicaciones de
uso, lote, fecha de caducidad, y las advertencias.
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Figura 21. Proyecto de etiqueta de la solucion oftdlmica de clorhidrato de

enrofloxacina.

La fecha de caducidad y el modo de empleo; son muy importantes porque estas
indican el tiempo de vida media del producto, asi como las condiciones para

almacenar y manejar el producto.

6.6 Estudios de estabilidad
En la tabla 15, se pueden ver los valores agrupados de las evaluaciones a los
parametros de la solucién oftdlmica de clorhidrato de enrofloxacina, tras colocar el

producto en condiciones especiales para el estudio de estabilidad.
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6.6.1 Apariencia

Las soluciones oftalmicas de clorhidrato de enrofloxacina almacenadas por tres

meses a las condiciones de 40°C presentaron una buena apariencia. Las soluciones

oftdlmicas liquidas de color ligeramente amarillo sin particulas extrafias visibles,

turbidez u opalescencia; la cual coincide con la especificacion.

6.6.2. Valoracioén

En la tabla 15 se puede ver el reporte del estudio de estabilidad de la solucién

oftdlmica de clorhidrato de enrofloxacina.

Tabla 15: Reporte del estudio de estabilidad acelerada de la solucién oftadlmica de

clorhidrato de enrofloxacina.

Empresa: Nombre del medicamento: Concentracion:
Forma Farmacéutica: Solucion oftalmica Presentacion: | Lote:
100 mL
Tipo y composicion del envase: Frasco de vidrio
Fecha de elaboracion:
Tiempo: INICIO: MES 1: MES 3: CONCLUSIONES

Fecha: Nov-16 Dic-17 Feb-17
Condiciones: TEMP. 40°C + 2°C 40°C + 2°C

AMBIENTE Humedad Humedad

Ambiente Ambiente

ESpeCificaCién: La solucidon
Aspecto: Cumple Cumple Cumple oftalmica de
Valoracién: Cumple Cumple Cumple clorhidrato de

enrofloxacina
cumple con las
especificaciones.

Propuesta del Periodo de Caducidad: 6 meses después de su fabricacion

Bibliografia: NOM-073-SSA1-2005. Estabilidad de Farmacos y Medicamentos, asi

como de remedios herbolarios.

Analizo:

QFB: Nallely Arenas

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

Fecha:

Autorizé:

Gerente de Control de Calidad
Responsable Sanitario
Fecha:
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El resultado de la valoracion de un frasco de solucion oftalmica de clorhidrato de
enrofloxacina almacenado en condiciones de alta temperatura, se muestra en el

reporte de estudio de estabilidad.

Se realizé un protocolo del estudio de estabilidad del producto solucién oftalmica de

clorhidrato de enrofloxacina. Este se encuentra en el apéndice VI.

En la figura 22 se puede ver el espectro UV de una muestra de solucion oftalmica

de clorhidrato de enrofloxacina almacenada por 3 meses a 40°C.

Absorbance
A

2
1.5 |1
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0.5

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 i

Figura 22. Espectro UV de la muestra SO-02 de solucion oftalmica de clorhidrato
de enrofloxacina.

Céalculos:

0.56 g de clorhidrato de enrofloxacina es equivalente a 0.50 g de enrofloxacina base.

B <O.5 g de Enro base) (0.1 mL) — 0.000005 g
- 100 mL 100mL/) ~ mL

X= (0.00000S g ) (1000 mg) (1000 ug) —c o ng
- 1g 1mg / ~ mL

La absorbancia de la muestra SO-02 fue de: 0.4875 A

Substituyendo en:
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_( Abs

- 0.1103) = —Hg/mL

_ (0.5201

0.1103> = 4.7153 ug/mL

El célculo del porcentaje es:

= (4.7153
“\ 5.0

A continuacion se muestran los valores de absorbancia de dos soluciones oftalmicas

) (100) = 94.3%

tiempo después de ser elaboradas. Sus espectros no muestran curvas desfasadas
0 entrecortadas.
Tabla 16 Valores de las absorbancias de los espectros de las soluciones de

clorhidrato de enrofloxacina a diferentes tiempos.

Identificacion Absorbancia | Factor de Concentracion
Dilucion (mg/mL)

Muestra recién 0.5645 1000 5.12

elaborada

Muestra de 0.4875 1000 471

estabilidades

6.6.3 Andlisis por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

A continuacion, se mostraran los cromatogramas obtenidos tras el analisis por
CLAR de la solucién oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina donde se puede ver

el pico de enrofloxacina al tiempo de retencion que su estandar (Enrofloxacina).

En las figuras 23 y 24 se puede ver el pico caracteristico del clorhidrato de
enrofloxacina en los cromatograma del andlisis de la solucion oftalmica de con el

antibiotico.
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Figura 24. Cromatograma para muestra que esta de solucion oftalmica.
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Figura 26. Cromatograma de la referencia enrofloxacina 50 microlitros. tr= 3.90

En los andlisis cromatograficos fue posible identificar la presencia del clorhidrato de

enrofloxacina en varias muestras, tanto en las que se mantuvieron a temperatura
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ambiente como las de 40°C. Se puede ver en los cromatogramas que aparece al

mismo tiempo de retencion: 3.9.

Tabla 17 Tiempos de retencion, Areas Bajo la Curva del anélisis de la referencia y

de dos muestras tras el sometimiento a estabilidades. Concentracion y porcentaje.

tr ABC Promedio Concentracion % Promedio
ABC %
S Ref 1 3.987 1388180 5 pg/mL 100
1395067.5
S Ref 2 3.99 1401955 5 pg/mL 100
muestral 3.987 1379667 4.92 pg/mL 98.4
1368600.0
98.1
muestra2 3.987 1357533 4.89 pug/mL 97.8

Se puede ver en estos datos el buen comportamiento del clorhidrato de
enrofloxacina en la formulacién de la solucion oftalmica, aunque se haya colocado

en una condicién de alta temperatura.

6.7 Actividad antimicrobiana in vitro de la solucién oftalmica con clorhidrato de

enrofloxacina

En la tabla 18 se puede ver el promedio de los diametros de los halos de inhibicion

de crecimiento bacteriano en la curva estandar.

Y en la tabla 19 se puede ver el promedio de los diametros de los halos de inhibicion

de crecimiento bacteriano de la solucién oftalmica diluida.
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Tabla 18 Valores promedio de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano
para la curva del estandar Enrofloxacina.

200.00 24.35
100.00 21.71
50.00 18.79
20.00 16.37
10.00 15.69
5.00 12.82
1.00 9.16
0.50 6.06

Tabla 19: Valores promedio de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano

con la solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina Conc. 50 microgramos/mL

22.33 X:22.71
22.46
23.66
23.64
22.61
21.54
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Los resultados obtenidos rebasaron nuestras expectativas, ya que los halos de
inhibicién de la solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina son mayores al de
la solucién con enrofloxacina a la misma concentracion. Se consideré que el
propilenglicol de la formula tenia actividad sinérgica, pero se realizo el reto sélo con
este disolvente sin obtener efecto antibacteriano.

Con esta prueba se pone de manifiesto la efectividad antimicrobiana en difusion del
clorhidrato de enrofloxacina en agar contra E. coli. Con estos valores (mayores

halos de inhibicidn) se confirma la eficacia del clorhidrato de enrofloxacina.

6.8 Capacidad antimicrobiana in vivo de la solucion oftalmica con clorhidrato de

enrofloxacina

Actualmente se encuentra en revision un articulo
En la figura 16 se muestran algunos de los caninos incluidos en el estudio y que
fueron tratados con la solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina.
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Figura 27: Fotografia de los 4 caninos a ser tratados con clorhidrato de

enrofloxacina.

Al aplicarles el producto no se rascaron o tallaron con las patas, no muestran
signos de molestia. Lo anterior indica que la formulacion ofrece confort ocular

por la formula.

En la siguiente imagen se puede ver el efecto terapéutico de la solucién
oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina en dos caninos incluidos en el
estudio.
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B)

Figura 28. Fotografias de dos de los animales tratados que mostraron mejoria. A)

Antes del tratamiento B) Después del tratamiento.
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7. Conclusiones

Una solucion oftalmica de uso animal destinada a caninos fue
disefiada, evaluada y desarrollada utilizando el primer antibiético
latinoamericano resultado de la optimizacion y mejora en su

solubilidad:; el clorhidrato de enrofloxacina.

Los estudios de interaccion entre posibles excipientes de una forma
farmacéutica liquida de uso oftadlmico, se realizaron y con ello se
determinaron las materias primas Optimas para la solucion oftalmica.
(Agua isoténica estéril, PVP, propilenglicol, clorhidrato de

enrofloxacino)

El comportamiento de las materias primas de la formula fue evaluado
por DSC Y TGA, asi como también el comportamiento del producto
terminado no encontrando descomposicion o formacion de otras

entidades.

Se describieron los pasos que se llevan a cabo para la integracion de
un expediente. La documentacién e informacién técnica generada es
de gran utilidad como apoyo para el registro sanitario de un producto

farmacéutico de uso animal.

Este proyecto representa una herramienta para el manejo clinico de

conjuntivitis bacterianas en perros (Medicina veterinaria).

Por lo anterior, se puede concluir que el presente trabajo cumple con los objetivos,
mostrando el amplio panorama de las actividades en las que se desempefian los
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos en los departamentos de investigacion y
desarrollo y asuntos regulatorios; y que puede servir como guia para el desarrollo

profesional de Quimicos Farmacéuticos interesados en estas areas.
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8. Perspectivas

e A el proyecto se le pueden hacer mejoras, en este trabajo se incluye
metodologia experimental e informacion documental; realizar una
validacion y optimizacion en el proceso de elaboracion de la solucion

oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina.

e Se pueden realizar pruebas de este antibiético en otras especies,
dado el conocimiento de la base (Enrofloxacina) se utiliza en otros

animales (exceptuando a los alérgicos/hipersensibles/intolerantes)

e Un estudio de dosis respuesta es una buena propuesta para poder
ajustar las dosis o de cambio de dosis tras su buena actuacion in vitro

e in vivo.

e Actualmente ya se cuenta con mas documentacion respecto a la
seguridad y eficacia, se realizaran mas respecto a la seguridad de

este.
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10.Apéndices

Apéndice | Termogramas y Calorimetria Diferencial de Barrido
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Termograma de la muestra Clorhidrato de enrofloxacina en agua CENR-II
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Termograma de la muestra Cristales de Clorhidrato de enrofloxacina disueltos en

agua y Propilenglicol. ACPG-I
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Apéndice Il Elaboracion de solucion oftalmica con clorhidrato de enrofloxacina

DESARROLLO FARMACEUTICO VETERINARIO

FARMACOLOGIA

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y

LABORATORIO DE INVESTIGACION 2317

ELABORACION DE SOLUCION OFTALMICA

Nombre |Clorhidrato |Forma Solucion 0.56 g/

del de Farmacéutica | oftalmica Concentracion

Farmaco | enrofioxacina 100 mL

No. de |PDFV16- Fecha de |10 FEB16 Tamafo de|1 000 mL

Lote Produccién Lote

Fabricante . Cantidad |Cantidad |Cantidad Peso/
Ingrediente o .

/lote Unitaria por lote utilizada Fecha

ELABORADO POR:

QFB. Nallely Arenas M

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

REVISADO POR:

Fecha:

Fecha:
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Observaciones:

Calculos:

ELABORADO POR: REVISADO POR:

QFB. Nallely Arenas M
Quimico de Desarrollo Farmacéutico

Fecha: Fecha:
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PRECAUCIONES GENERALES

utilizados para la fabricacion se encuentren limpios.

1.- Durante todas las etapas de fabricacion se debe utilizar: lentes de seguridad,
guantes de hule latex, cubreboca o respirador para particulas y cofia.

2.- Durante todas las etapas de fabricacion se debe verificar que el area y los equipos

Equipo(s)

I.-PROCESO DE ELABORACION

Realiz6

Supervisé

Inicio: Terminod:

QFB. Nallely Arenas M

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Fecha: Fecha:
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Realiz6

Superviso

Inicié: Termino:
Inicié: Termino:
Inicio: Termino:

ELABORADO POR:

QFB. Nallely Arenas M

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

REVISADO POR:

Fecha:

Fecha:
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Realiz6 | Supervisé

Inicio: Termino:

Inicio: Termino:

Observaciones:

Doctos de referencia: Control de registros:

l1.-CONTROLES DURANTE EL PROCESO DE FABRICACION

ELABORADO POR: REVISADO POR:

QFB. Nallely Arenas M

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

Fecha: Fecha:
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Apéndice lll Especificaciones PT para solucion oftdlmica de clorhidrato de

enrofloxacina

ESPECIFICACIONES PARA SOLUCION
OFTALMICA DE CLORHIDRATO DE
ENROFLOXACINA SOLUFLUX

EMISION: AGOSTO 2016

PROXIMA REVISION: AGOSTO 2017

ESPECIFICACIONES
TERMINADO. EPT

PRODUCTO

SUSTITUYE: NUEVO

PAGINA: 1 DE 1

DETERMINACIONES

ESPECIFICACIONES

Descripcidn
(Apariencia,
solucion)

color, olor, claridad de la

Ensayos de Identidad

A) UV

B) CLAR

PH

Esterilidad

Contenido de conservadores
Pirégenos o endotoxinas

Valoracién

Solucion ligeramente amarilla, traslucida, de
olor caracteristico, sin particulas extrafas
visibles

A) Conforme al estandar de referencia
B) Conforme al estandar de referencia
3.0-4.0

Cumple con los requisitos

Cumple con los requisitos

Cumple con los requisitos

De 90.0% a 110.0% del indicado en marbete

BIBLIOGRAFIA:

Informacién del proveedor. NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de farmacos y medicamentos
USP 34, NF ,29, USA, 2011.FEUM 11va Ed. México 2014

ELABORADO POR:
QFB. Nallely Arenas M

Quimico de  Desarrollo | Jefe de

Farmacéutico

Fecha: agosto 2016

REVISADO POR:

QFB. Jorge Miranda C

Farmacéutico

Fecha: agosto 2016

AUTORIZADO POR:
XXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXX

Gerente de control de calidad
Responsable sanitario.

Desarrollo

Fecha: agosto 2016
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Apéndice IV Certificado de producto terminado

EMPRESA CERTIFICADO DE PRODUCTO LOTE:
TERMINADO

NOMBRE: Clorhidrato de | NOMBRE COMERCIAL: | F FARMACEUTICA:
enrofloxacina SOLUFLUX Solucién oftalmica
FECHA DE | 01 AGO 16 | DOSIS: 50 mg/mL PRESENTACION: Caja c/1
FABRICACION: frasco 100 mL Frasco de 100 mL multidosis
FECHA DE | 01 AGO 18 | CANT: 100 Pzas. No. DE ANALISIS:
CADUCIDAD: PT-12/016
SECTOR OTROS | REG. No.: PAGINA: 1 DE 1

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
Solucion ligeramente amarilla,
traslucida, de olor

Descripcién caracteristico, sin particulas|Cumple
extranas visibles

e A) Conforme al estandar de

Identificacion .

A) IR referencia , Conforme

B) CLAR B) Confprme al estandar de
referencia

pH 3-4 35
De 0.425 mg/mL a 0.575

Valoracion: mg/mL de Clorhidrato de 99.5 %

' enrofloxacina DER=0.9 %

De 90.0 % a 110.0 %

Bibliografia: USP 34, NF ,29, USA, 2011.FEUM Dictamen:

11va Ed. México 2014 )

Referencia Analitica: Libro Hoja APROBADO |Fecha:

ANALISTA

ELABORADO POR: Nombre y Firma

QFB. Nallely Arenas M

AUTORIZADO POR: Nombre y Firma:
XXX

GERENTE DE CONTROL DE CALIDAD
RESPONSABLE SANITARIO
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Apéndice V Procedimiento de acondicionamiento

QFB. Nallely Arenas M

QUIMICO DE JEFE DE DESARROLLO
DESARROLLO FARMACEUTICO
FARMACEUTICO FECHA:

FECHA:

PRODUCTO: SOLUFLUX LOTE: PAGINA 1DE 2
Clorhidrato de

enrofloxacina 0.5%

1.- ACONDICIONAMIENTO Elaboré Verifico
1.1.- MATERIAL

Caja para Clorhidrato de enrofloxacina Solucién oftalmica

0.5% presentacion con 100 mL

1.2- PROCEDIMIENTO DE OPERACION:

1.2.1 Verificar antes de la fabricacién que se haya surtido la

orden, por el almacén correspondiente.

1.2.2 Verificar que no exista ningun resto de materiales

anteriores, asi como la limpieza de areas.

1.2.3 Verificar que el personal porte la indumentaria

indicada en el PNO G PRO 002.

1.2.4 Identificar el area con los siguientes datos:

NOMBRE DEL PRODUCTO:

NUMERO DE LOTE:

TAMANO DE LOTE:

FECHA:

OPERADOR:

1.2.5 Verificar por parte de Aseguramiento de Calidad las
condiciones del area y equipo.

FECHA DE INICIO DE PROCESO:

126 Una vez aprobadas las areas, iniciar el
acondicionamiento de Clorhidrato de enrofloxacina

Solucion oftalmica 0.5%

1.2.7 Verificar el Numero de Lote correspondiente.

ELABORO REVISO: APROBO:

GERENTE DE CONTROL DE
CALIDAD

RESPONSABLE SANITARIO
FECHA:
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PROCEDIMIENTO DE ACONDICIONAMIENTO

LOTE PILOTO
PRODUCTO: SOLUFLUX
LOTE: PAGINA 2 DE 2
Clorhidrato de enrofloxacina
0.5%
ELABORO REVISO: APROBO:
QFB. Nallely Arenas M QFB. Jorge Miranda | XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
QUIMICO DE DESARROLLO|Calderon GERENTE DE CONTROL DE
FARMACEUTICO JEFE DE DESARROLLO|CALIDAD
FECHA: FARMACEUTICO RESPONSABLE SANITARIO
FECHA: FECHA:
Elaboro Verifico

1.2.8 Colocar 1 frasco con 20 mL, dentro de cada caja de
solucion oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina 0.5%

7.2.9 Empacar el producto en cajas colectivas, identificando
cada una de ellas, con el total de piezas contenidas, el
nombre del producto, la dosis, el nombre y direccion del

laboratorio.

Realizar la conciliacion final del proceso.

FECHA DE FIN DE PROCESO:

ELABORO REVISO: APROBO:

QFB. Nallely Arenas M QFB. XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

QUIMICO DE DESARROLLO|JEFE DE DESARROLLO|GERENTE DE CONTROL

FARMACEUTICO FARMACEUTICO DE CALIDAD

FECHA: FECHA: RESPONSABLE
SANITARIO

FECHA:
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Apéndice VI Marbete- Etiqueta
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Proyecto de etiqueta de la solucién oftalmica de clorhidrato de enrofloxacina.
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Apéndice VIl Protocolo de estabilidad acelerada.

PROTOCOLO DE ESTABILIDAD ACELERADA

1. OBJETIVO.

Indicar las condiciones de estudio a las que se sometera la solucion oftalmica de
clorhidrato de enrofloxacina, para evaluar sus caracteristicas fisicas y quimicas
durante el periodo de tiempo que establece la NOM 073-SSA-1 2005 Estabilidad de

Farmacos y Medicamentos.

2. ALCANCE.
El presente protocolo es aplicable para la solucion oftalmica de clorhidrato de

enrofloxacina

3. RESPONSABILIDADES
Es responsabilidad del quimico analista dar seguimiento al analisis fisicoquimico del
producto hasta la conclusién del mismo. Es responsabilidad del Supervisor de

Desarrollo Farmacéutico verificar los resultados del estudio de estabilidad.

4. METODOLOGIA.

Fase movil: Filtrar y desgasificar la solucion. Hacer mezcla en el equipo en
proporcion agua: metanol: acetonitrilo.

Preparacion estandar: Disolver en agua una cantidad pesada con exactitud, de
enroflooxacina para obtener una solucion con una concentracion conocida de
aproximadamente 0.15 pg por mL.

Preparacion de valoracién: Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL una
porcidn solucion oftalmica, equivalente aproximadamente a 5 ug de enrofloxacino.
Agregar metanol hasta tres cuartas partes del volumen del matraz, pasar una
porcidon de esta solucion a través de un filtro de membrana de microfibra de vidrio
con un tamaro de poro de 45 um o menor.

Sistema cromatografico: Equipar un cromatografico de liquidos con un detector a

280 nm y una columna de 4.6 mm x 15 cm rellena con material L1. La velocidad de
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flujo es de 1.0 mL por minuto.

Procedimiento: Inyectar por separado en el cromatografo volumenes iguales
(aproximadamente 50 pL) de la preparacion estandar y de la preparacion de
valoracion, registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos

principales. Calcular la cantidad en mg, de clorhidrato de enrofloxacina.

5. REALIZACION.

En las instalaciones de Desarrollo Farmacéutico de la Empresa.

6. ANALISTA.
a) QFB. Nallely Arenas

7. MATERIAL.
a) Reservorio de fase movil.
b) Matraz volumétrico de 1 L.
c) Matraz volumétrico de 10 mL.
d) Pipeta Volumétrica de 10 mL

e) Columna de 15 cm x 4.6 mm empacada con L1

8. EQUIPO.
a) Cromatografo de liquidos marca Waters, modelo Alliance 2695.
b) Potenciémetro
c) Agitador mecanico tipo Vortex.
d) Balanza analitica OHAUS
e) Equipo de filtracion

f) Sonicador

9. REACTIVOS.
a) Agua grado HPLC marca PiSa
b) Acido fosférico RA
c) Acetonitrilo grado HPLC
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d) TEARA
e) Metanol grado HPLC

10. NOMBRE COMERCIAL.

11. FORMA FARMACEUTICA, PRESENTACION.

Solucidn oftalmica, Frasco con 20 mL.

12. DOSIS.
2 a 3 gotas

13. TIPO, TAMANO Y NUMERO DE LOTE.

TIPO DE LOTE TAMANO DE LOTE

NUMERO DE LOTE

LOTE PILOTO  |500 piezas

500 piezas SO-01
SO-02
500 piezas S0O-03

14. DESCRIPCION DEL SISTEMA CONTENEDOR-CIERRE.

Caja de Cartén

15. FECHA DE INICIO DEL ESTUDIO.
21 SEP 2015

16. FECHA DE TERMINO DEL ESTUDIO.
21 DIC 2015

17. No. DE MUESTRAS REQUERIDAS.

12 frascos

18. CONDICIONES DEL ESTUDIO.
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A) Tiempo: 3 Meses

B) CONDICIONES DEL ALMACENAMIENTO.

almacenamiento

Condiciones de|Analisis

Temp. Ambiente o] o1 [ N e b ——
40°C +2°C /75 % HR + 5| ===mmmmmmmm 1er Mes 3er Mes
% HR
19. TIEMPOS DE MUESTREO Y ANALISIS.
Producto Lote Inicio Primer Tercer
Mes Mes
Solucién oftalmica de|[S0O-01 SEP 15 |OCT 15 DIC 15
clorhidrato de enrofloxacina [ SO-02 SEP 15 |OCT 15 DIC 15
SO-03 SEP 15 |OCT 15 DIC 15

20.PARAMETROS A EVALUAR.

DETERMINACIONES

ESPECIFICACIONES

Descripcién

Color

Valoracion

De 90.0 % a 110.0 %

Solucién traslucida libre de particulas extrafias
visibles

De 4.5 mg a 5.5 mg de clorhidrato de
enrofloxacina por mL

21.REPORTE DE CALCULOS.

Una vez concluidos los analisis se procedera a registrar los resultados en el formato

de reporte de analisis en el cual se registran todos los datos y calculos del analisis

correspondiente. Posteriormente se concentran todos los datos.
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Empresa: Nombre del medicamento: Concentracion:
Forma Farmacéutica: Solucién oftalmica Presentacion: | Lote:
20 mL
Tipo y composicion del envase: Frasco de vidrio
Fecha de elaboracion:
Tiempo: INICIO: MES 1: MES 3: CONCLUSIONES
Fecha: Nov-16 Dic-17 Feb-17
Condiciones: TEMP. 40°C + 2°C 40°C + 2°C
AMBIENTE 75% HR +5% | 75% HR + 5%

Especificacion: La solucién

Aspecto: Cumple Cumple Cumple oftalmica de

Valoracion: Cumple Cumple Cumple clorhidrato de
enrofloxacina
cumple con las
especificaciones.

Propuesta del Periodo de Caducidad: 6 meses después de su fabricacién

Bibliografia:
Medicamentos

2. NOM-073-SSA1-2005. Estabilidad de Farmacos y

Analizé:

QFB: Nallely Arenas

Quimico de Desarrollo Farmacéutico

Fecha:

Autorizo:

Fecha:

Gerente de Control de Calidad
Responsable Sanitario

22.ANALISIS DE DATOS Y CONCLUSIONES

Una vez concluido el estudio se analizaran los resultados y se determinara si existen

cambios significativos en las caracteristicas fisicoquimicas del producto analizado,

para comprobar su periodo de caducidad.

ELABORADO POR:

QFB. Nallely Arenas
QUIMICO
FARMACEUTICO

DESARROLLO

REVISADO POR:

JEFE DE DESARROLLO
FARMACEUTICO

AUTORIZADO POR:

GERENTE DE CONTROL
DE CALIDAD
RESPONSABLE
SANITARIO
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