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RESUMEN

La enrofloxacina es una fluoroquinolona de uso veterinario exclusivo, con accion
antimicrobiana de amplio espectro y micoplasmicida. El objetivo del trabajo fue desarrollar
una solucion inyectable de enrofloxacina 10 % para uso veterinario. Se elaboraron dos
formulaciones variando el empleo de solubilizante y cosolventes, para lograr la solubilidad
del farmaco y se selecciond la de mayor estabilidad fisico-quimica y microbiologica. Se
realizé estudio de estabilidad a largo plazo a tres lotes pilotos fabricados de la formulacion
elegida durante 18 meses, asi como la estabilidad en uso del producto por 28 dias. La
variante dos de formulacion fue seleccionada por ser la mas estable. Todos los lotes
cumplieron con las especificaciones de calidad establecidas en las condiciones de
almacenamiento propuestas. El producto resulto estable durante 18 meses y 28 dias, una
vez abierto el frasco a temperatura ambiente y protegido de la luz, en bulbos &mbar de 20
mL, por lo que puede emplearse en medicina veterinaria.
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ABSTRACT

Enrofloxacin is a fluoroguinolone for veterinary use only, with broad-spectrum
antimicrobial and mycoplasmicidal action. The objective of the work was to develop an
injectable solution of enrofloxacin 10 % for veterinary use. Two formulations were
prepared varying the use of solubilizer and cosolvents to achieve the solubility of the drug
and the one with the highest physical-chemical and microbiological stability was selected.
A long-term stability study was carried out on three pilot lots manufactured with the chosen
formulation for 18 months, as well as the stability in use of the product for 28 days.
Formulation variant two was selected for being the most stable. All batches met the quality
specifications established in the proposed storage conditions. The product is stable for 18
months and 28 days once the bottle is opened at room temperature and protected from light,
in 20 mL amber bulbs, so it can be used in veterinary medicine.

Keywords: enrofloxacin; injectable; drug development; veterinary.
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INTRODUCCION

El mundo se enfrenta a una crisis sanitaria sin
precedentes provocada por enfermedades
infectocontagiosas. Segln datos reportados por la
Organizacion Mundial de la Salud, se estima que el 60 %
del total de las enfermedades infecciosas registradas
en humanos, son de origen animal (zoondticas),
representando, ademas, un 75 % de las enfermedades
emergentes a nivel global.?

Actualmente, se cuenta con una estrategia mundial
conocida como: Una sola Salud (One Health, en
inglés), un concepto introducido en el afio 2000, que
implica un cambio de paradigma y determina que la

salud  humana y la sanidad animal son
interdependientes y estan vinculadas a sus
ecosistemas.™

Combatir  todos los  patdégenos  zoonoticos

controlandolos en la fuente animal es la solucion mas
eficaz y més econdémica para proteger al hombre.
Tampoco deben olvidarse los patdgenos que, sin ser
zoonoticos, tienen consecuencias negativas sobre la
produccién de proteinas de origen animal, en
particular en los paises en desarrollo, ya que los
problemas de produccion y de disponibilidad
alimentaria cuantitativa y cualitativa, conducen
también a graves problemas de salud publica.®

Los farmacos veterinarios se utilizan en la produccion
animal, para tratar o prevenir enfermedades,
mejorando asi la productividad animal y la
produccién de alimentos de alto valor nutritivo como
carne, leche y huevos, para cubrir la demanda del
consumo humano.®

Los antimicrobianos han representado y representan
un enorme avance en la medicina. Su descubrimiento
determind una nueva era en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, han disminuido la
mortalidad y han contribuido a prolongar y mejorar la
calidad de vida,® tanto en los seres humanos, como
en los animales.

Dentro de la amplia gama de antimicrobianos
empleados para tratar las enfermedades infecciosas de
origen bacteriano, se encuentran las quinolonas,
dentro de ellas estda la enrofloxacina, una
fluoroquinolona de tercera generacion de efecto
bactericida y micoplasmicida, dosis dependiente con
efecto postantibiético y de uso veterinario
exclusivo.®® Este farmaco se emplea en bovinos,
equinos, caprinos, ovinos, porcinos, conejos, alpacas,
perros, gatos, &7 89101112 Jlamas™ v hifalos™). Las
reacciones adversas no son muy frecuentes en las
dosis recomendadas, entre ellas destacan el distrés

gastrointestinal, estimulacion del sistema nervioso
central, cristaluria e hipersensibilidad.®

La enrofloxacina ejerce una actividad bactericida
mediante un mecanismo de accién basado en la
inhibicién de la subunidad A de la ADN-girasa
(Topoisomerasa 1) bacteriana, impidiendo la rotacion
axial negativa de la molécula de 4cido
desoxirribonucleico  (ADN).(610111617.18)  Ep - jag
bacterias Gram positivas, la diana fundamental es la
Topoisomerasa IV en lugar de la Topoisomerasa |II.
Con este mecanismo, se bloquea el proceso de
replicacion, transcripcion y recombinacion del ADN
bacteriano."®

Este farmaco es eficaz contra microorganismos que
son resistentes a betalactamicos, aminoglucésidos,
tetraciclinas, antagonistas del &cido folico vy
macrélidos.®)

La Empresa de Productos Inyectables LABIOFAM,
se propuso como objetivo desarrollar una solucion
inyectable de enrofloxacina al 10 %, cuyo ingrediente
farmacéutico activo (IFA) es la enrofloxacina, para su
uso en medicina veterinaria y el estudio de
estabilidad, con la finalidad de sustituir las
importaciones de este producto en Cuba. Este
antimicrobiano estd considerado de importancia
critica por la Organizacion Internacional de Salud
Animal (OIE).*?

MATERIALES Y METODOS

El IFA enrofloxacina (Shangdong Yikoto economic
and trade Co, Ltd; China) y los excipientes utilizados
en el desarrollo de la formulacién L-arginina (Tames
Trading, Espafia), propilenglicol (Dongying Hi-Tech
Spring Industry Co, Ltd; China), NaOH o KOH
(Merck, Alemania), alcohol bencilico (Merck,
Alemania) y el agua para inyeccion (Empresa de
Productos Inyectables, Cuba) fueron de calidad
farmacéutica, y se verificaron sus requisitos de
calidad segun lo reportado en la Farmacopea de los
Estados Unidos USP 42.

La cristaleria se encontraba debidamente certificada.
Los reactivos son de calidad reactivo quimico y el
equipamiento de laboratorio y de produccion estaban
aptos para su uso.

Teniendo en cuenta que el producto para desarrollar
es una solucion inyectable multiuso y la ligera
solubilidad del IFA en agua, se elaboraron dos
variantes de formulacién, cuya composicién se
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muestra en la tabla 1. La concentracion de
enrofloxacina en ambos casos fue de 100 mg/mL. Las
otras materias primas, excepto el preservo que se
mantuvo constante, variaron sus cantidades, pero
siempre dentro del intervalo aprobado para las
formulaciones parenterales.

El envase primario empleado fue bulbos ambar de 20
mL calidad hidrolitica Il, con tapones de goma de
clorobutilo y sellos de aluminio anodizados con
opérculo de 20 mm.

Tabla 1- Variantes de formulaciones de enrofloxacina 10 %

Materias primas Cantidad
Variante 1 Variante 2
Enrofloxacina Enrofloxacina 10 %

- L-arginina <20%
Propilenglicol Agua para inyeccion <50 %
NaOH o KOH NaOH o KOH .S

Alcohol bencilico Alcohol bencilico <2%
Agua para inyeccion Propilenglicol Csp 100 %

En ambas formulaciones se evaluaron, como
parametros, las caracteristicas organolépticas, pH,
valoracion y esterilidad por un periodo de seis meses,
al cabo del cual se escogio la de mejores resultados en
cuanto a estabilidad fisico-quimica y microbioldgica,
para continuar los estudios.

Se validaron dos metodos analiticos para determinar
enrofloxacina, uno para el estudio de estabilidad
reportado en la USP 42 para cuantificar el IFA en una
suspension por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (CLAR), y el otro desarrollado en el
laboratorio para el control de la calidad por
espectrofotometria UV. La metodologia empleada fue
la descrita en las regulaciones vigentes de validacion
de procedimientos analiticos Q2 (R2) de la
conferencia internacional sobre armonizacion de los
requisitos técnicos para el registro de productos
farmacéuticos ICH y Anexo 01 de la Regulacion No.
37-2012 del CECMED. %%

Para la determinacion de enrofloxacina por CLAR, se
utilizé un sistema cromatografico compuesto por una
bomba Smartline-1000 conectada a un detector de
Arreglo de Fotodiodos 2600 (Knauer, Alemania), con
un volumen de inyeccion de 10 pL y la sefal
procesada por el software Clarity Chrom. La fase
moévil consisti6 en una mezcla desgasificada de
acetonitrilo: acido fosférico 50 mM (15:85) (v/v).
La solucion de referencia y la solucion de ensayo se
diluyeron con fase movil hasta obtener una
concentracion de 0,1 mg/mL. Para la separacion
cromatografica se utilizé una columna de Luna, 5
pum RP C18, 250 x 4,6 mm, 40°. Se establecié como

longitud de onda 277 nm y una velocidad de flujo
de 1 mL/min.

En el caso del método para el control de la calidad, se
empled un espectrofotdmetro Biochrom (modelo
Libra S70 (Japdn), celda 1 cm de paso dptico. Se
leyeron ambas soluciones (referencia y de ensayo) a
una concentracién de 0,01 mg/mL diluidas en &cido
clorhidrico 0,1 N a una longitud de onda de 330 nm.
El blanco fue el mismo disolvente utilizado para las
diluciones. El material de referencia empleado fue
enrofloxacina, con una pureza de 100 %, proveniente
de la India.

El estudio de estabilidad se realiz6 a tres lotes pilotos
fabricados con la tecnologia existente en la empresa
para la produccion de parenterales de pequefio
volumen, sin cambios adicionales. Los envases se
almacenaron en condiciones de temperatura 30 + 2 °C,
y se evaluaron desde el punto de vista fisico - quimico
y microbioldgico con una frecuencia de 0, 3, 6, 9, 12
y 18 meses a partir de la fecha de fabricacion, con el
objetivo de establecer la vida util del producto bajo esas
condiciones de almacenamiento.®*>?® También se
determind la estabilidad en uso del producto por 28 dias.
A los datos obtenidos en el estudio de estabilidad,
se le realizo un andlisis de tendencia; previamente
se comprobd el cumplimiento del parametro de
agrupamiento o  poolability  (analisis  de
covarianza); para ello se utilizd el programa
estadistico Minitab 17.(23:242%

RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprob6 que todas las materias primas cumplian
con las especificaciones de calidad establecidas en la
USP 42, por lo que estaban aptas para Su uso
farmacéutico y, por ende, para el desarrollo de la
solucién inyectable.

Durante el desarrollo de la formulacion de las dos
variantes en estudio, la variante uno fue descartada, al
presentar, transcurridas veinticuatro horas de su
preparacion, un precipitado indicativo de Ila
inestabilidad de esta formulacién, por no lograr la
solubilidad del IFA, poco soluble en agua, por lo que
no se continuaron los ensayos al no cumplir con las
caracteristicas organolépticas. La segunda variante
mantuvo todas las especificaciones de calidad fisico-
quimica 'y microbiolégica durante el periodo
analizado, por tanto, se seleccion6 para continuar los
estudios; se logro la disolucion de la enrofloxacina al
10 % y que esta se mantuviera en el tiempo, con la
inclusion de otro excipiente con funcién solubilizante
a diferencia de la variante uno. Se empled preservo al
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disefiarse una solucién inyectable para envase
multidosis. En ambos casos, se ajusté el pH,
lograndose mantener los valores de este con muy poca
variacion dentro de los limites registrados en la
literatura para este producto (9,5-12,5).®

El sistema de envase-cierre se selecciono, teniendo en
cuenta las caracteristicas de la enrofloxacina,
reportadas en la farmacopea y de productos similares
que se comercializan actualmente.®

Los  métodos  analiticos por CLAR vy
espectrofotometria UV ofrecieron fiabilidad para
determinar la valoracion de la enrofloxacina, tanto
para estudio de estabilidad, como para el control de
calidad respectivamente, cumpliendo con los
pardmetros determinados: especificidad, exactitud,
precision e intervalo y linealidad en el ultimo caso.
Los lotes fabricados a escala piloto se elaboraron con
el mismo equipamiento establecido en la empresa para
la produccion de soluciones inyectables de pequefio
volumen, sin necesidad de realizar ajustes al proceso,

Los tres lotes de enrofloxacina 10 % almacenados a
una temperatura 30 + 2 °C y protegidos de la luz en el
envase primario propuesto, cumplieron con las

especificaciones de calidad en el estudio de
estabilidad a largo  plazo  (caracteristicas
organolépticas, identificacion, pH, valoracion,

esterilidad y endotoxinas bacterianas) y de frasco en
uso (caracteristicas organolépticas, pH, valoracién y
esterilidad) durante el periodo analizado 18 meses y
28 dias, respectivamente, cuyos resultados se
muestran en las tablas 2 y 3, demostrandose asi su
estabilidad.

Para estimar la vida atil del producto, se realizd un
analisis de covarianza para ambos parametros
(valoracion y pH), el cual arroj6 que se podia
establecer un tnico modelo para dicha prediccién con
los datos obtenidos en cada caso, pues los valores de p
resultantes del anlisis de regresion fueron mayores de
0,25, como lo establece la ICH Q1E; 0,984 y 0,343
para la pendiente, y de 0,755; 0,757; 0,998 y 0,460;

de este modo se evidencia la consistencia del proceso, 0,848 0,581 para el intercepto,
y se asegura su futura produccion con la tecnologia  respectivamente.®*?)
instalada sin contratiempos.
Tabla 2- Resultados del estudio de estabilidad a largo plazo de la enrofloxacina 10 %
Pardmetros Norma Tiempo Lotes
(meses) 19001 19002 19003
Caracteristicas Solucion transparente amarilla, libre de 0 C C C
organolépticas particulas extrafas 3 C C C
6 C C C
9 C C C
12 C C C
18 C C C
Identificacién Enrofloxacina: el tiempo de retencion del 0 C C C
pico principal de la solucién de ensayo 3 C C C
corresponde al de la solucién de referencia 6 C C C
9 C C C
12 C C C
18 C C C
pH 9,5-12,5 0 10,16 10,17 10,16
3 10,13 10,19 10,18
6 10,05 10,07 10,08
9 10,09 10,08 10,01
12 10,14 10,14 10,13
18 10,05 10,06 9,94
Valoracion (%) 90-110 0 99,62 99,63 99,64
3 99,70 99,54 99,59
6 99,68 99,48 99,56
9 99,61 99,47 99,53
12 99,58 99,47 99,50
18 98,67 98,54 98,56
Esterilidad Estéril 0 C C C
18 C C C
Endotoxinas bacterianas  No mas de 1,0 UE/mg de enrofloxacina 0 C C C
18 C C C
C: Corresponde
https://cubanadequimica.uo.edu.cu/index.php/cq 4
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Tabla 3- Resultados del estudio de frasco en uso de la enrofloxacina 10 %

Parametros Tiempo
Inicial 7 dias 15 dias 21 dias 28 dias
Caracteristicas
organolépticas c c C C C
pH 9,85 9,83 9,84 9,82 9,82
Valoracion (%) 99,50 99,48 99,13 99,08 98,97
esterilidad C - - - C

C: Corresponde

La valoracibn mostré una cinética de degradacion
similar para los tres lotes, como puede observarse en
la figura 1. La prediccion del periodo de validez se
calculé a partir del limite inferior de intervalo de
confianza para un 95 %, y fue de 144,11 meses, muy
superior al propuesto en este estudio.

La figura 2 corresponde al pH, y también se aprecia
un comportamiento semejante entre los lotes, cuya
recta de regresion permanece casi constante, con una
vida util estimada de 57,13 meses.

Grafica de vida util para todos los lotes

Vida ctil = 144.111

10 ES =110 |=— Percentil 5

—_— L195%
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® 19001

® 19002

® 19003
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0 20 40 60 8 100 120 40 160
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Fig. 1- Comportamiento del pardametro valoracién

Grafica de vida til para todos los lotes
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9.0
0 10 20 30 40 50 60 0
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Percentil 5 depH = 10.1 - 0.00714 Tiempo

Fig. 2- Comportamiento del parametro pH

El andlisis de tendencia para la estabilidad del
inyectable de enrofloxacina al 10 % arrojé para la
valoracion y el pH un periodo de vencimiento muy
superior a los 18 meses, lo que sefiala una baja
degradacion del farmaco, por lo que se establece este
tiempo como periodo de validez provisional, el cual
podria ser mayor segun estos resultados y se
confirmaria con el estudio de estabilidad de lotes
industriales.

CONCLUSIONES

Se obtuvo una solucion inyectable de enrofloxacina
10 %, la cual puede ser empleada con seguridad y
eficacia durante 18 meses, una vez abierto el envase
durante 28 dias en las diferentes especies animales,
contribuyendo asi al bienestar animal y a una mayor
productividad en el caso de las especies que se
destinan a la produccion de alimentos.
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