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RESUMEN

Introduccion: El diclofenaco es un antinflamatorio no esteroideo que posee también
acciéon analgésica y antipirética. Presenta ademas actividad antibacterial contra
bacterias grampositivas y gramnegativas. Se emplea tanto en seres humanos como
en diferentes especies animales tales como bovinos, bufalos, equinos, porcinos y
perros.

Objetivo: Desarrollar una solucion inyectable de diclofenaco 5 % para uso

veterinario.
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Métodos: Se elaboraron cuatro variantes de formulacion y se seleccion6 la de mayor
estabilidad, a partir de la cual se realizaron los estudios toxicologicos de irritabilidad
dérmica y toxicidad aguda intramuscular en ratas con histopatologia. Se realizé
estudio de estabilidad a largo plazo a tres lotes pilotos de la formulacion
seleccionada asi como la estabilidad en uso del producto.

Resultados: La variante de formulacion seleccionada por ser la mas estable, resulté
no toxica y con reacciones similares a los productos que se comercializan
actualmente. Los tres lotes analizados cumplieron con las especificaciones de
calidad establecidas para esta forma farmacéutica en las condiciones de
almacenamiento propuestas durante el periodo analizado.

Conclusiones: La formulacién 3 de una solucion inyectable de diclofenaco 5 % es
seguray estable durante 18 meses y 28 dias una vez abierto el frasco, a temperatura
ambiente, en bulbos 20 mL con tap6n de goma de clorobutilo y sellos de aluminio
anodizado de 20 mm, por lo que puede ser empleada como antinflamatorio no
esteroideo en medicina veterinaria.
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ABSTRACT

Introduction: Diclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug that also
possesses analgesic and antipyretic action. It also has antibacterial activity against
gram-positive and gram-negative bacteria. It is used both in humans and in different
animal species such as cattle, buffaloes, horses, swine and dogs.

Objective: To develop an injectable solution of diclofenac 5% for veterinary use.
Methods: Four formulation variants were developed and the one with the highest
stability was selected, from which toxicological studies of dermal irritability and
acute intramuscular toxicity in rats with histopathology were carried out. A long-term
stability study was carried out on three pilot batches of the selected formulation as
well as the stability in use of the product.

Results: The formulation variant selected for being the most stable, proved to be

non-toxic and with similar reactions to the products currently marketed. The three
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batches analyzed complied with the quality specifications established for this
pharmaceutical form under the storage conditions proposed during the period
analyzed.

Conclusions: Formulation 3 of a 5% diclofenac injectable solution is safe and stable
for 18 months and 28 days once the vial is opened, at room temperature, in 20 mL
bulbs with chlorobutyl rubber stopper and 20 mm anodized aluminum seals, so it
can be used as a non-steroidal anti-inflammatory drug in veterinary medicine.

Keywords: diclofenac; injectable; development; veterinary.
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Introduccion

La inflamacién es la respuesta del sistema inmunoldgico del organismo a las
agresiones sufridas.('? Estas agresiones pueden deberse a organismos extrafios,
traumatismos y enfermedades agudas o cronicas. Aunque algunos farmacos tienen
ciertas propiedades antiinflamatorias, solamente se consideran antiinflamatorios
dos grandes grupos: los esteroideos y los no esteroideos (AINE).?

Los farmacos antinflamatorios no esteroideos constituyen un grupo farmacoldgico
quimicamente heterogéneo y ampliamente utilizados para tratar la inflamacion, el
dolor y la pirexia.(®3)

El diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo perteneciente al grupo de los
derivados del acido fenilacético;® se utiliza en medicina humana y en veterinaria.
Se emplea en las especies bovinos, equinos, porcinos,®>® bufalos”) y perros®® en
el tratamiento para reducir la fiebre y la inflamacion; en enfermedades del aparato
respiratorio (ej: bronco-neumonia), del aparato genitourinario (ej: metritis), de la

glandula mamaria (ej: mamitis) y musculoesqueléticas (ej: cojeras agudas y
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crénicas, artritis, desmitis, tendinitis, miositis). Asi como en el tratamiento del dolor
causado por cirugia y heridas.(3©
Actia sobre la enzima ciclooxigenasa inhibiendo la produccién de
prostaglandinas®419 y tromboxanos, lo que reduce la inflamacién, el dolor y la
pirexia. Ejerce una potente accion inhibitoria de la prostaglandina E2, la mas
importante en el proceso inflamatorio, responsable del dolor, la vasodilatacién y el
aumento de la permeabilidad vascular. También reduce la sintesis de leucotrienos,
lo que contribuye a su accidn antiinflamatoria.('"
Hay estudios('213141516) que han demostrado que algunas medicinas tienen
actividad antibacterial en adicion a su funcion principal. Esta propiedad ha sido muy
estudiada en el diclofenaco de sodio en comparacién con otros AINE que muestran
también este tipo de actividad.
El diclofenaco exhibe efecto antibacteriano contra bacterias grampositivas y
gramnegativas y muestra sinergismo con otros antibiéticos, lo que lo convierte en
un potente agente antibacterial no antibiotico,('2'9 de gran utilidad como adyuvante
en las terapias antiinfecciosas de los microorganismos que sean sensibles al
farmaco.
No existe en Cuba un medicamento veterinario de factura nacional con accién
antinflamatoria, analgésica y antipirética; por lo que la Empresa de Productos
Inyectables se propuso desarrollar una solucién inyectable de Diclofenaco 5 % para
su uso en medicina veterinaria cuyo ingrediente farmacéutico activo (IFA) es el

diclofenaco de sodio.

Métodos

Las materias primas se analizaron segun las especificaciones de calidad
establecidas en la Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 4201y se
verificaron que estaban aptas para su uso farmacéutico.

Los equipos y cristaleria empleados se encontraban debidamente certificados y los

reactivos fueron de calidad para los andlisis.
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Se elaboraron cuatro variantes de formulacion empleando diferentes excipientes
para mejorar la solubilidad del diclofenaco de sodio (50 mg/mL) que es poco soluble
en agua, tales como L-arginina y propilenglicol y otros para darle mayor estabilidad
a la solucién (antioxidantes, preservo, regulador de pH) en vehiculo acuoso (tabla
1). Todas las materias primas utilizadas estan aprobadas para su empleo en este
tipo de forma farmacéutica al igual que las proporciones en las que se encuentran
dentro de las formulaciones. Se mantuvo constante la concentracion del IFA; se
varié la cantidad o presencia de las que contribuyen a lograr la solubilidad del
diclofenaco de sodio. En todos los casos se utilizé la misma combinacion de
antioxidantes y de preservo.

A la variante seleccionada por los mejores resultados fisicoquimicos y
microbiolégicos durante un periodo de seis meses, se le realizé estudios
toxicoldgicos de irritabilidad dérmica y toxicidad aguda intramuscular en ratas con
histopatologia. Todas las formulaciones se envasaron en 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 diclofenaco 5 %

Materias primas Variantes

1 2 3 4
Diclofenaco de sodio X X X X
L-arginina - - X X
Propilenglicol X X X -
Preservo X X X X
Antioxidante 1 X X X X
Antioxidante 2 X X X X
Regulador de pH X - - -
Vehiculo X X X X

Al método analitico para determinar el ingrediente farmacéutico activo por

cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) para el estudio de estabilidad y
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control de la calidad, se le realiz6 una validacion prospectiva exhaustiva siguiendo
lo establecido en las regulaciones vigentes (Anexo 01 de la Regulacién No. 37-2012
del CECMED).('® Para el método se tomd como referencia lo reportado en la
farmacopea de los Estados Unidos de América USP 42 para la determinacién de
impurezas organicas en la materia prima de diclofenaco de sodio.

Se elaboraron tres lotes pilotos empleando la misma tecnologia existente en la
empresa, sin cambios adicionales. Los bulbos se almacenaron a largo plazo a una
temperatura de 30 t 2 °C durante 24 meses y se analizaron desde el punto de vista
fisico-quimico y microbioldgico con una frecuenciade 0, 3,6, 9, 12, 18 y 24 meses a
partir de la fecha de fabricacion, para definir el periodo de validez en las condiciones
de almacenamiento propuestas; en el caso de los ensayos microbiolégicos, se
realizaron al inicio y al final del estudio.('92% También se determind la estabilidad en
uso del producto por 28 dias.

Se realiz6 un analisis de tendencia al estudio de estabilidad a través del programa
estadistico Minitab 17, previamente se comprobo el cumplimiento del parametro de
agrupamiento o poolability (analisis de covarianza) y los criterios para su

empleo.(?1.2223)

Resultados

De las cuatro variantes, dos de ellas (variante 1 y 2) no cumplieron con las
caracteristicas organolépticas al mes de elaboradas, se observé presencia de
sedimento lo cual indicaba problemas de solubilidad del IFA que es poco soluble en
agua; se descartaron estas formulaciones. Las otras dos variantes fueron estables
en las cuales todos los valores estan comprendidos entre los establecidos como
especificaciones de calidad del producto. La variante 3 fue la escogida como 6ptima
para continuar los estudios.

Los estudios toxicologicos de la formulacion seleccionada arrojaron que el

producto tenia reacciones adversas similares a lo reportado mundialmente.
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El método analitico fue valido cumpliendo con los parametros determinados:
especificidad, linealidad, exactitud, precision, intervalo, limite de deteccién y de
cuantificacion. Los lotes fabricados a escala piloto se elaboraron con el mismo
equipamiento establecido en la empresa, sin necesidad de realizar ajustes al
proceso.

Los tres lotes de diclofenaco 5 % mantuvieron las especificaciones de calidad a una
temperatura 30 = 2 °C, protegidos de la luz durante el periodo de estudio a largo
plazo y en uso (tabla 2 y 3 respectivamente), excepto la valoracién del lote 1 a los

24 meses cuya variacion excedié en 0,16 al 10 % legislado.

Tabla 2 - Resultados del estudio de estabilidad a largo plazo del diclofenaco 5 %

Parametros Norma Tiempo Lotes
(meses) 9001 19002 | 19003
Caracteristicas Solucién transparente 0 C C C
organolépticas incolora o ligeramente 3 C C C
amarilla. 5 c c c
9 C C C
12 C C C
18 C C C
24 C C C
Identificacion Diclofenaco: El tiempo de 0 C C C
retencion del pico 3 C C C
principal de la solucién de z c c c
ensayo corresponde al de
la solucioén de referencia. ° ¢ ¢ ¢
Sodio: se produce un 12 C C C
precipitado denso. 18 C C C
24 C C C
pH 9,0-11,0 0 10,60 10,61 10,60
3 10,58 10,56 10,56
6 10,56 10,45 10,51
9 10,42 10,40 10,37
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12 10,34 10,28 10,24
18 10,35 10,28 10,24
24 10,33 10,27 10,22
Valoracion (%) 90-110 0 102,16 102,40 102,25
3 102,15 102,37 102,18
6 102,14 102,32 102,14
9 102,12 102,30 102,12
12 102,10 102,28 102,10
18 101,69 101,54 102,04
24 92,00 94,00 93,00
Esterilidad Estéril 0 C C C
24 C C C
Endotoxinas No mas de 4,66 UE/mg de 0 C C C
bacterianas Diclofenaco 24 C I c

C: Corresponde.

Tabla 3 - Resultados del estudio de frasco en uso del diclofenaco 5 %

Parametros Tiempo
Inicial 7 dias 15 dias 21 dias 28 dias
Caracteristicas C C C C C

organolépticas

pH 10,58 10,59 10,54 10,40 10,35
Valoracién (%) 99,50 99,48 98,65 96,88 96,53
Esterilidad C - - - C

C: Corresponde.

En el analisis de covarianza para ambos parametros (valoracién y pH), los valores
de p obtenidos en el analisis de regresion fueron de 0,957 y 0,559 para la pendiente
y de 0,947; 0,998; 0,959 y 0,713; 0,713 y 1,000 para el intercepto respectivamente,
por lo que pueden agruparse los datos arrojados por el estudio de estabilidad al ser
mayores de 0,25, de esta manera se permite asumir que son equivalentes y

establecer en cada caso un unico modelo para estimar la vida util del producto.
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La figura 1 representa el comportamiento de la valoracion la cual mostré que la
degradacion del diclofenaco de sodio fue similar para los tres lotes. Se estimé como
periodo de validez 26,59 meses a partir del limite inferior de intervalo de confianza
para un 95 %.

En el caso de la figura 2 correspondiente al pH, también se evidencié una cinética
similar entre los lotes, pero la prediccién del tiempo para el limite inferior de
especificacion fue muy superior (80,87 meses), incluso mayor de tres veces al
periodo analizado.

La valoracion y el pH mostraron tiempos estimados mayores que el propuesto en

este estudio.

Vida datil = 26,59
110 ES = 110

105
100
95

90 EI = 90

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo

EI = Especificacion inferior, ES = Especificacion superior
Percentil 5 de concentracion = 100 - 0,304 Tiempo

m— Percentil 5
LI 95 %

Lotes
®1
e?2
3

Fig. 1 - Comportamiento del parametro valoracion.
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Fig. 2 - Comportamiento del parametro pH.

Discusion
En las variantes 3 y 4 se logro la disolucion del diclofenaco de sodio que es poco
soluble en agua. La mayoria de productos de uso parenteral para humanos se
encuentran a 25 mg/mL de diclofenaco de sodio y en esta formulacidn se encuentra
a la concentracion de 50 mg/mL lo que dificulta aun mas lograr su solubilidad. Se
selecciond la variante 3 en la cual la combinacion de L-arginina y propilenglicol logré
mas facilmente la solubilidad del IFA en el proceso de elaboracién. Ademas, se
obtuvieron mayores valores de concentracion con respecto a la variante 4. La L-
arginina es un solubilizante empleado para mejorar la disolucién de antimicrobianos
y analgésicos. El propilenglicol es un cosolvente ampliamente empleado para este
fin. También se emplearon antioxidantes, ya que el diclofenaco es susceptible a la

oxidacioén y preservo al disefiarse una solucion inyectable para envase multidosis.
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El diclofenaco de sodio por via parenteral mostro, en los estudios toxicoldgicos, su
seguridad al no reportarse reacciones diferentes a las conocidas para este farmaco
y via de administracion.

El método analitico por CLAR resulté confiable para determinar la valoracién del
diclofenaco de sodio tanto para el estudio de estabilidad como para el control de
calidad.

Durante la elaboracién de los lotes pilotos se comprobd la consistencia del proceso,
lo que garantiza la fabricacion de este producto sin contratiempos en el futuro.

El producto fue estable en el envase propuesto por un periodo de 18 meses a una
temperatura de 30 + 2 °C, protegidos de la luz y, una vez abierto, por 28 dias al
cumplir con los parametros de calidad establecidos como caracteristicas
organolépticas, identificacion, pH, valoracion, esterilidad y endotoxinas bacterianas.
El analisis de tendencia para la estabilidad del producto arrojé para la valoracion y
el pH un periodo de vencimiento de 26 y 80 meses respectivamente. En el caso de
la valoracion a los 24 meses el lote 1 presentoé una variacion del 10,16 % (limite 10
%), es por ello que el tiempo de vencimiento provisional es de 18 meses. El estudio
de estabilidad de lotes industriales confirmara el tiempo propuesto que, segun los
resultados de dicho analisis, pudiera llegar a 24 meses, de ser asi puede atribuirse
la variacion observada a un error de analisis del producto.

Se obtuvo una solucién inyectable para uso veterinario de diclofenaco 5 % que
puede ser empleada con seguridad y eficacia para restaurar la salud y el bienestar
de diferentes especies animales ya sea las de interés econdmico o los animales de

compainia.
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